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Abstract 



PCT No. PCT/FR9 1/00607 Sec. 371 Date May 1, 1992 Sec. 102(e) Date May 1, 1992 PCT Filed Jul. 
24, 1991 PCT Pub. No. WO92/01792 PCT Pub. Date Feb. 6, 1992Recombinant gene coding for a 
protein having endochitinase activity or for a precursor thereof which comprises the sequence (SEQ ID 
NO:1 ) below: - Gly Gly Asp Leu Gly Ser Val lie Ser Asn Ser Met Phe - - Asp Gin Met Leu Lys His Arg 
Asn Glu Asn Ser Cys Gin - - Gly Lys Asn Asn Phe Tyr Ser Tyr Asn Ala Phe lie Thr - - Ala Ala Arg Ser 
Phe Pro Gly Phe Gly Thr Ser Gly Asp - - lie Asn Ala Arg Lys Arg Glu lie Ala Ala Phe Phe Ala - - Gin Thr 
Ser His Glu Thr Thr Gly Gly Trp Pro Ser Ala - - Pro Asp Gly Pro Phe Ala Trp Gly Tyr Cys Phe Leu Arg - 
- Gly Arg Gly Asn Pro Gly Asp Tyr Cys Ser Pro Ser Ser - - Gin Trp Pro Cys Ala Pro Gly Arg Lys Tyr Phe 
Gly Arg - - Gly Pro lie Gin lie Ser His Asn Tyr Asn Tyr Gly Pro - - Cys Gly Arg Ala He Gly Val Asp Leu 
Leu Asn Asn Pro - - Asp Leu Val Ala Thr Asp Pro Val lie Ser Phe Lys Thr - - Ala lie Trp Phe Trp Met Thr 
Pro Gin Ser Pro Lys Pro - - Ser Cys His Asp Val lie lie Gly Arg Trp Asn Pro Ser - - Ala Gly Asp Arg Ser 
Ala Asn Arg Leu Pro Gly Phe Gly - - Val He Thr Asn lie He Asn Gly Gly Leu Glu Cys Gly - - Arg Gly Asn 
Asp Asn Arg Val Gin Asp Arg He Gly Phe - - Tyr Arg Arg Try Cys Gly He Leu Gly Val Ser Pro Gly - - Asp 
Asn Leu Asp Cys Gly Asn Gin Arg Ser Phe Gly Asn - - Gly Leu Leu Val Asp Thr Met. - Application: For 
obtaining plants resisting to pathogenic agents. 
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Gly Gly 
Lys His 
Asn Ala 
Asd lie 
His GLu 
GLy Tyr 
Ser Ser 
lie Gin 
Val Asp 
Phe Lys 
Cys His 
Ala Asn 
Leu Glu 
Tyr Arg 
Cys Gly 



Asd Leu Gly 
Arg Asn Glu 
Phe lie Thr 
Asn Ala Arg 
Thr Thr Gly 
Cys Phe Leu 
Gin Trp Pro 
He Ser His 
Leu Leu Asn 
Thr Ala He 
Asp Val He 
Arg Leu Pro 
Cys Gly Arg 
Arg Tyr Cys 
Asn Gin Arg 



Ser val 
Asn Ser 
Ala Ala 
Lys Arg 
Gly Trp 
Arg Gly 
Cys Ala 
Asn Tyr 
Asn Pro 
Trp phe 
He Gly 
Gly Phe 
Gly Asn 
Gly He 
Ser Phe 



He Ser Asn 
Cys Gin Gly 
Arg Ser Phe 
Glu He Ala 
Pro Ser Ala 
Arg Gly Asn 
Pro Gly Arg 
Asn Tyr Gly 
Asp Leu Val 
Trp Met Thr 
Arg Trp Asn 
Gly Val He 
Asp Asn Arg 
Leu Gly Val 
Gly Asn Gly 



Ser Met Phe 
Lys Asn Asn 
Pro Gly Phe 
Ala Phe Phe 
Pro Asp Gly 
Pro Gly Asp 
Lys Tyr Phe 
Pro Cys Gly 
Ala Thr Asp 
Pro Gin Ser 
Pro Ser Ala 
Thr Asn He 
Val Gin Asp 
Ser Pro Gly 
Leu Leii Val 



Asp Gin 
Phe Tyr 
Gly Thr 
Ala Gin 
Pro Phe 
Tyr Cys 
Gly Arg 
Arg Ala 
Pro Val 
Pro Lys 
Gly Asp 
He Asn 
Arg He 
Asp Asn 
Asd Thr 



Het Leu 
Ser Tyr 
Ser Gly 
Thr Ser 
Ala Trp 
Ser Pro 
Gly Pro 
lit Gly 
He Ser 
Pro Ser 
Arg Ser 
Gly Gly 
Gly Phe 
Leu Asp 
Met. 



(I) 



(57) Abstract 



Recombinant gene coding for a protein with endochitinase activity and/or Jysozyme activity, which comprises the follow- 
ing sequence (I): . Application: production of plants resisting to pathogenic agents. 

(57) Abrege 

Gene recombinant codant pour une proteine a activite endochitinase et/ou activite lysozyme qui comprend la sequence ( 1 ). 
Application : obtention de plantes resistantes aux agents pathogenes. * r 
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Gene recombinant codant pour une proteine a activate endochi t inase 

L 1 invention concerne un nouveau gene recombinant codant 
pour une nouvelle proteine a activite endochi tinase ou pour un pre- 
curseur de cette derniere, une bacterie contenant ce gene recom- 
binant, une cellule vggetale, une plante, ou une partie de plante, 
en particulier une semence vegetale, qui contiennent un gene recom- 
binant de ce type, un procede pour rendre les plantes resistantes 
aux agents pathogenes, tels que les champignons, les bacteries, 
ainsi que les arthropodes notamment les insectes, et les nematodes, 
qui comprend une etape de transformation par ce gene, ainsi que 
cette nouvelle proteine et un procede pour la preparer. 

Les plantes cultivees sont soumises a des attaques par 
des agents pathogenes, tels que les champignons et les bacteries, 
lesquelles sont responsables de pertes importantes de recoltes. Le 
principal moyen actuel de lutte contre ces agents reside dans 
^utilisation de substances chimiques a activite fongicide ou 
bactericide. On sait aujourd'hui que les plantes reagissent natu- 
relLement a ces attaques par divers mecanismes de defense, malheu- 
reusement en general a dec lenchement trop tardif et d'intensite 
trop faible pour etre suffisamment efficaces. L'un de ces meca- 
nismes comprend I • induction d'une enzyme appelee chitinase 
EC 3.2.1.14. (A. Toppan et al., 1982, Agronomie, 2, 829-534). Cette 
induction peut etre artif iciel lement stimulee par des substances, 
25 telles que Methylene avec comme consequence 1 1 augmentation de la 
resistance aux agents pathogenes de la plante traitee (Boiler T., 
1988, Oxford Surveys of Plant Molecular and Cell Biology, 5, 145- 
174). 

La chitine est un polymere lineaire polysaccharidique, 
constitue d ! unites N-acety Iglucosamine associees par des liaisons 
,8-1,4. Celui-ci est un compose structural present dans la paroi de 
la plupart des champignons pathogenes, dans I ' exosquelette des 
arthropodes, en particulier des insectes, et dans l f enveloppe 
externe des oeufs et des cystes de nematodes. Les enzymes appelees 
35 chitinases sont capables de degrader la chitine. On distingue parmi 
celles-ci deux groupes differents definis selon leur mode d'attaque 
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de La chitine : les exochi tinases capables de liberer I'unite N- 
acetylglucosamine situee aux extremites non reductrices des chaines 
et les endochitinases capabLes de fragmenter les chaines, qui sont 
Les seules chitinases capables d'inhiber in vitro la croissance des 
05 hyphes myceliennes (Roberts W.K. et al., 1988, Gen. Microbiol, 134, 
169-176). Les chitinases vegetales connues sont en grande majorite 
de type endo, contrai rement aux chitinases bacteriennes connues qui 
sont de type exo (Roberts W.K et al., 1988, Gen. Microbiol, 134, 
169-176).. 

10 Un grand nombre d' endochitinases vegetales, notamment 

celles de tomate et de tabac (P. AUDY et al., 1990, Phytochem, 29, 
4, 1143-1159), presentent egalement une activite lysozyme, capacite 
de diver les liaisons p-1,4 entre La N-acetylglucosamine et 
l f acide N-acety Imuramique du peptidoglycane des parois bacte- 

15 riennes. On peut done admettre que les activites lysozyme et endo- 
chitinase sont assez proches (Roberts W.K et al., 1988, Gen. 
Microbiol., 134, 169-176) et qu'une nouvelle proteine a activite 
endochitinase, en particulier de structure intermedi ai re entre 
I'endochitinase de tomate et I'endochitinase de tabac, presente 

20 probablement une activite lysozyme. 

Des sequences d f ADN codant pour, des exochi tinases bacte- 
riennes ont .deja ete isoLees et donees (Jones J.O.G. et al., 1986 
EMB0 J., 5, 467-473 et Sundheim L. et al., 1988, Physiol. Molec. 
Plant Pathol., 33, 483-491). Le brevet US-A-4751081 decrit Tisole- 

25 ment et le clonage du gene complet codant pour la chitinase de 
Serratia marcescens ainsi que la transformation par ce gene des 
bacteries Pseudomonas f luorescens NZ130 et Pseudomonas putida 
MK280. Ces bacteries t ransformees sont capables de degrader legere- 
ment une chitine colLoTdale dispersee dans le milieu de culture 

30 bacterien. Les travaux de Harpster M.H. et al, 1989, Nucl. Ac. 
Res., 17, 5395 ont montre que ce gene code pour une exochi tinase, 
ce qui explique la faible efficacite de degradation observee (Cf. 
tableau 2, col. 13 et 14 de ce document). La publication de 
Jones J.D.G. et al. (1988), Mol. Gen. Genet., 212, 536-542, 

35 mentionne la transformation de plantes de tabac par Agrobacterium 
tumefaciens contenant un gene chimerique comprenant la partie 
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codante de I'exochitinase de Serratia marcescens , sous controle de 
differents promoteurs vegetaux. Ce document ne donne aucune indica- 
tion sur I'eventuelle augmentation de la resistance aux pathogenes 
conferee par I'expression de cette exochit inase. 

05 Des sequences d'ADN genomique et/ou d'ADN complementai re 

codant pour certaines endochit inases vegetales ont d'autre part ete 
isolees et donees (BrogLie K.E., 1986, Proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 
83, 6820-6824 et Hedrick S.A., 1988, Plant Physiol., 86, 182-186). 

La demande de brevet W0 90/07001 decrit la construction 

10 d'un plasmide portant un ADN compLementai re de I'endochitinase de 
haricot Phaseolus vulgaris sous le controle d'un promoteur fort, la 
transformation a I'aide d f Agrobacterium tumefaciens , la regenera- 
tion du tabac transforme, des essais montrant la resistance accrue 
aux champignons, Rhizoctonia solani et Botrvtis cinerea des 

15 plantes regenerees, I'obtention oe plantes de tomates transgeniques 
exprimant la chitinase de haricot ainsi que I'obtention a I'aide de 
ce gene de plantes de colza transgeniques ayant un niveau d 1 acti- 
vity chitinase et une resistance a Rhizoctonia solani accrues par 
rapport aux plantes de colza nbn t ransf ormees. 

20 L 1 invention concerne done un nouveau gene recombinant 

caracterise en ce qu'il code pour une proteine a activite endo- 
chitinase ou un precurseur de cette derniere, qui comprend la 
sequence (1) ci-apres (SEQ ID NO : 1) : 

25 Gly Gly Asp Leu Gly Ser Val He Ser Asn Ser Met Phe Asp Gin Met Leu 
Lys His Arg Asn Glu Asn Ser Cys Gin Gly Lys Asn Asn Phe Tyr Ser Tyr 
Asn Ala Phe He Thr Ala Ala Arg Ser Phe Pro Gly Phe Gly Thr Ser Gly 
Asp He Asn Ala Arg Lys Arg Glu lie Ala Ala Phe Phe Ala Gin Thr Ser 
His Glu Thr Thr Gly Gly Trp Pro Ser Ala Pro Asp Gly Pro Phe Ala Trp 

30 Gly Tyr Cys Phe Leu Arg Glu Arg Gly Asn Pro Gly Asp Tyr Cys Ser Pro 
Ser Ser Gin Trp Pro Cys Ala Pro Gly Arg Lys Tyr Phe Gly Arg Gly Pro 
He Gin He Ser His Asn Tyr Asn Tyr Gly Pro Cys Gly Arg Ala He Gly 
Val Asp Leu Leu Asn Asn Pro Asp Leu Val Ala Thr Asp Pro Val He Ser 
Phe Lys Thr Ala He Trp Phe Trp Met Thr Pro Gin Ser Pro Lys Pro Ser 

35 Cys His Asp Val He He Gly Arg Trp Asn Pro Ser Ala Gly Asp Arg Ser 
Ala Asn Arg Leu Pro Gly Phe Gly Val He Thr Asn He He Asn Gly Gly 
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Leu Glu Cys Gly Arg Gly Asn Asp Asn Arg Val Gin Asp Arg lie Gly Phe 
Tyr Arg Arg Tyr Cys Gly He Leu Gly Val Ser Pro Gly Asp Asn Leu Asp 
Cys Gly Asn Gin Arg Ser Phe Gly Asn Gly Leu Leu Val Asp Thr Met 

Ce gene recombinant code de preference pour une proteine 
05 qui comprend, immedi atement en amont de la sequence (1), la 
sequence (2) ci-apres CSEQ ID NO : 2) : 

Gin Asn Cys Gly Ser Gin Gly Gly Gly Lys Val Cys Ala Ser Gly Gin Cys 
Cys Ser Lys Phe Gly Trp Cys Gly Asn Thr Asn Asp His Cys Gly Ser Gly 
10 Asn Cys Gin Ser Gin Cys Pro Gly Gly Gly Pro Gly Pro Gly Pro Val Thr 

destinee a etre clivee lors de la maturation de la proteine, ou une 
sequence presentant un degre d'homologie substantiel avec La 
sequence (2) - 

15 De preference, ce gene recombinant code pour une proteine 

dont la sequence comprend, en amont de la sequence (1) et de prefe- 
rence separee de la sequence (1) par une sequence destinee a etre 
clivee, une sequence codant pour un peptide-signa I . Un gene de ce 
type particulierement interessant est celui qui code pour une pro- 

20 teine dont la sequence comprend, immedi atement en amont de la 
sequence (2) ou d'une sequence presentant un degre d'homologie 
substantiel avec la sequence (2), la sequence (3) ci-apres (SEQ ID 
NO : 3) : 

25 Met Arg Arg Thr Ser Lys leu Thr Thr Phe Ser Leu Leu Phe Ser Leu Val 
Leu Leu Ser Ala Ala Leu Ala 

ou une sequence presentant un degre d'homologie substantiel avec la 
sequence (3). 

30 L 1 invention concerne aussi un gene recombinant codant 

pour une proteine a activite endochi t i nase ou pour un precurseur de 
cette derniere, qui comprend une sequence presentant un degre 
d'homologie substantiel avec la sequence (1). La partie codante de 
ce gene recombinant comprend au moins une partie 5' de I'ADN geno- 

35 mique ou de 1 1 ADN complementai re de I'endochitinase de tomate et au 
moins une partie 3' de 1 1 ADN genomique ou de I 1 ADN complementaire 
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de L 1 endochit inase de tabac. De preference, la partie codante du 
gene recombinant presente au moins un intron. En effet, il est 
connu que La presence d'introns dans la partie codante d*un gene 
augmente I'expression de celui-ci (voir par exempLe les travaux de 
05 J. CALLIS et al., (1987, Genes and development, 1, 1183-1200). 

Un exemple de tel gene recombinant est le gene recombi- 
nant dont la partie codante est la sequence ci-apres (SEQ ID 
NO : A) : 



10 



ATGAGGCGAA CTTCTAAATT GACTACTTTT TCTTTGCTGT TTTC7CTCG? 

m m rn r~t r*\ r* \ C *V f» w^i « p r» /-•»/■*» » 1 mmn ty% rw* m \ r* \ r+> r+ r~ \ r*> r* a 

***vj^*vjmU* UL . jLL 4 .Uu LrtLAUrtrt lib i uu * * \.AwHu wuuuuauoua 

AAGT7TG7GC GTCGGGACAA TGTTCCAGCA AA7TCGGG7G GTGCGGTAAC 

nL«AA«br\LL A * * u i u b * . U iujwAnl lbl LrtArtU . waU » o * w waUo log 

15 CGGCCCTGGT CC7GG7CC7G TTACTGGTGG GGACCTCGGA AGCC7CA7C7 

CAACGAAAGA A7AA777C7A CAGTTACAAT GCC777A77A C7GC7GC7AG 

I 

GfpnnifnrTimp^m r* f-» f~> rrt IT* rr» i-^ p^ m t * * p-» r"» p"» »>n » fr^w^f**^^^^ f+t**rt%\\%r*(^rm I 



20 



25 



30 



% \ \ tji *1* i*% m f+ mf^fn^ mrpfp/** n n P"* * * » p-» o P"" P^ k \ /•« t» * /■» fw^^fwkmr^m^m 

AAA * . Uv.iut **.w*».CCw UnrtAUilv-v rt . Unnnv- .ho wu.A*g;u* . 

Am l \ f * Ti rr> p-i 1 P i m r*'* ' i T ^ »*r»»w»w»^*m»T*»r» m^«v<i«^m<«*k^mm 

% p* m « i mm/* \ n< m % m « try \ fr\ » * r*^\p*^*^p*^« ^ r+ » \ r+ \ \. 

AGTnAi.Cft, - .n . A . A . u * a uyrtugniuuu w • • w<~ jv.nw .jn.jgnlvrt 

fri »»i «r*#^«m^i^r^ P» f ^ rr» »r» rn P* ^ *R m » p» ». /" « * » p"» p"» » p^ * » p"» ^ r"» f" 1 #w * « & 

nmnmmn \ ^ r« » * ^ \ rr» p^ * » m ^^•^^wmr•mr^/ , ^ » p> » \ r* \ \ \ i m m /-i ■ 

u.u..c.nLwn « a(j « w.in « vjwt~w.*o*wv* Agw.gunnuu aaA . a . . . w j 

onUunuvJCww nrt . vwaaA . • . >»Awnw InAw s.«.-»Ur**rn-»r». U*o.r**n*ow 

m«i » \ \ mmmp \ «wi t \ /■» m rn »•» *^«%r*^p>»m»k^m %p>»r*m<»"*»»fc»*»r»im v p » miriinp i 

. aAaa . . . ja -w;rvAC*»u»A j » g » w « AA • • ,nwu»o*r**.. .unCn. » .wA 

AArtLAJwnAw . ACAAt .A.U JOv- * U . JU HAWnUUwA. w ^JUnU • nJVJAWw 

• •••aaaU.'wa •«.w 0 OA***A o.^OwwrtC-vw rt^s-w.no^w.-v. o.wn. . v.nnu 

» «r«<-«/-»^i» rr> r* wr\ /~i m rn rr« r+ * *** ^ * (~* X \ <r» p \ f*'' \ \ ki^«<-^ ptnwnw^r'ro* t 

.n^.oo.n.w. ou. .1 .gjn. jn^vw<« «l>.«nn . » A A n u o U* .\. . .ov*wn 
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ATCGTCTTCC TGGATTTGGT C7CATCACAA ACATCATCAA TCCGGCCCTG 
CAATCTCGTC GTGGCAATGA CAATAGGGTC CACCATCGCA TTCGGTTTTA 
CAGGAGGTAT TGCGGTATTC TTCCTGTTAC TCCTGGTCAC AATCTTCATT 
GCGGAAACCA CACATCTTTT GCAAACGGAC TTTTAGTCGA TACTATGTAA 
TGA 



Cette sequence codante est, de preference, precedee d'une 
10 sequence promotrice comportant un promoteur viral fort, tel que le 
promoteur 35S du virus de la mosaTque de chou-fleur [voir 
ODELL J.T. et al., 1985, NATURE, 313, 810-8121! et suivie d'une 
sequence terminatrice comportant le terminateur de la nopaline 
synthase d' Agrobacterium tumefaciens Tvoir BEVAN M. et al., 1983, 

15 Nucl. Ac. Res., 11, 3693. 

L'invention a egalement trait a une bacterie, par exemple 
de I'espece E. coli , qui contient le gene recombinant defini ci- 
dessus dans un contexte ou envi ronnement nucleotidique permettant 
sa replication et done peut servir au clonage de ce gene, ainsi 

20 qu'a une bacterie susceptible d'infecter une plante avec transfert 
de materiel genetique, par exemple de I 'une des especes Agro^ 
bacterium rhizogenes et Aorobacteri um tumefaciens, qui contient ce 
gene dans un contexte permettant sa replication et done peut servir 
a transformer des cellules vegetales. La transformation des cel- 

25 lules vegetales par le gene ci-dessus peut egalement etre effectuee 
par une autre methode biologique telle que la voie du tube polli- 
nique (Zhong-xun Luo et al., Plant Molec. Biol. Rep., 1988, 6, 165- 
176) et la transformation directe de graines en germination 
(Toepfer R. et al., 1989, The Plant Cell., 1, 133-139), ou par une 

30 methode physique telle que I'uti lisation de polyethyleneglycol, 
I'electroporation (Chistou P. et al., 1987, Proc. Ntl. Acad. Sci. 
USA, 84, 3662-3699) et le bombardement a I'aide de microprojecti les 
(Klein T.M. et al., 1988, Proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 85, 8502- 
8505). 

35 L'invention concerne egalement une cellule vegetale 

caracterisee en ce qu'elle est transformee par le gene recombinant 
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defini ci-dessus, insere dans un contexte susceptible de permettre 
son expression. Cette cellule vegetale peut provenir d'une espece 
de grande culture, telle que par exemple le maTs, le soja, la bet- 
terave, le ble, I'orge, le pavot, le colza, le tournesol, la 
luzerne et le sorgho, d'une espece florale telle que le rosier, 
I'oeillet, le gerbera ou d'une espece potagere telle que la 
carotte, la tomate, la salade, la chicoree, le poivron, le melon et 
le chou. Des especes particulierement appreciees sont le colza 
Brassica naous , le tournesol Helianthus annuus et le tabac 
10 Nicotiana tabacum . 

L 'etape de transformation qui concerne une ou quelques 
cellules est suivie d'une etape de multiplication de ces cellules 
transformees de fa?on a obtenir des cals, lesquels peuvent donner 
naissance a des plantes transformees, par des processus d'organo- 
genese ou d'embryogenese. Une partie des descendances de ces 
plantes transformees contient et exprime le gene recombinant. 

L' invention concerne done aussi une plante ou une partie 
de plante, caracterisee en ce qu'elle contient, dans un contexte 
susceptible de permettre son expression, le gene recombinant defini 
ci-dessus. Une partie de plante particulierement appreciee est la 
semence : graine ou autre partie d'un vegetal apte a former une 
nouvelle plante complete, notamment apres semi ou enf ouissement . 

m 

Ces plantes peuvent etre l f une quelconque des especes ci-dessus et 
plus particulierement des especes Nicotiana tabacum , Helianthus 
25 annuus et Brassica napus . 

L* invention a egalement trait a un procede pour obtenir 
des plantes resistantes aux agents pathogenes, tels que les 
champignons, les bacteries ainsi que les arthropodes, en particu- 
lier les insectes, et les nematodes, caracterise en ce qu'il com- 
prend une etape de transformation de cellules vegetales par le gene 
recombinant defini ci-dessus, suivie d'une etape de multiplication 
des cellules transformees et d'une etape de regeneration des 
plantes. 

De preference, Tetape de transformation des cellules 
vegetales est effectuee in vitro a I'aide d f une agrobacterie 
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(c 1 est-a-di re d'une bacterie du genre Agrobacterium ) ayant integre 

Le gene recombinant defini ci-dessus. 

L' invention concerne aussi Les plantes resistantes aux 

agents pathogenes susceptibles d'etre obtenues a L'aide du procede 

defini ci-dessus. 

L'invention a egalement trait a 1 1 uti lisation d'une 
ptante faisant partie des pLantes definies au paragraphe precedent 
ou d'une plante contenant, dans un contexte susceptible de per- 
mettre son expression, Le gene recombinant defini precedemment, 
comme geniteur dans un programme de selection pour creer de nou- 
velles varietes vegetales. 

L f invention concerne aussi une nouvelle proteine a acti- 
vity endochitinase qui comprend la sequence (1) ainsi qu'un procede 
pour I'obtenir qui comprend la mise en culture de cellules ou de 
cals vegetaux transformes par le gene recombinant, la lyse de ceux- 
ci, I'isolement et la purification de la proteine recombinante. 
Cette proteine peut presenter un interet comme principe actif d'un 
nouveau medicament destine a soigner des affections, telles que par 
exemple les mycoses. 

L'invention sera mieux comprise a l ! aide des exemples ci- 

apres : 

une grande partie de I'ensemble des techniques ci-apres, 
bien connues de I'homme de I'art, est exposee en detail dans 
L'ouvrage de Maniatis et al. : "Molecular cloning : a laboratory 
manual" publie en 1989 par les editions Cold Spring Harbor Press a 
New York C2 e edition). 

Le materiel bioLogique Csouches, phages, plasmides ou 
plantes) utilise dans les exemples ci-apres est disponible dans le 
commerce et decrit respect ivement dans les documents ci-apres : 



- phage Lambda CHARON 4A : 

- vecteur binaire pBIN19 : 

- plasmide pBI121 : 



35 



MANIATIS et al., Op. Cit. ; 
BEVAN et al., 198A, Nucl. Ac 
Res., 12, 8711-8721 ; 
JEFFERSON R.A. et al., 1987, 
E.M.B.O.J., 6, 3901 ; 
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- souche E. coli MC1061 : HEISSNER P.S. et al., 1987, 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84 
4171 ; 

- souche E. coli HB101 : MANIATIS et al., Op. Cit. ; 
05 - souche Agrobacterium tumefaciens LBA4404 : 

HOEKEMA et al-, 1983, 
NATURE, 303, 179-180 ; 

- plante Nicotiana tabacum var. Wisconsin Havana 38 : 

SCHNEIDER M., 1990, Plant Molec. 
10 Biol., 14, 935-947 ; 

- champignon Chalara elegans : RAWLINGS R.E., 1940, Ann. Mo. 

Bot. Gdn., 27, 561-598 ; 

- plante Nicotiana tabacum var Paraguay 49 obtenue aupres de 

I'Institut du tabac, Bergerac, France. 
15 - champignon Alternaria brassicae : BAINS et TEWARI, 1987, Physiol. 

Mol. Plant. Pathol. 30 : 259 ; 

- plante Helianthus Annuus , variete Euroflor de Rustics Semences ; 

- Sinapis alba : BAINS et TEWARI, reference ci-dessus. 

Les abreviations suivantes sont uti Usees dans les 
20 exemples ci-apres : 

32-dCTP : deoxycytidine 5'- |§32-P£-triphosphate commercialise par 
AMERSHAM sous la reference 10205 ; 
0,2 x SSC : NaCl 30 mM, citrate trisodique 3 mM ; pH 7,0 (decrit 
25 par MANIATIS et al., op. cit.) ; 

SDS : dodecy Isulfate de sodium ; 
FPLC : fast protein Liquid chromatography ; 
PVDF : difluorure de polyvinyl idene. 

30 La description ci-apres sera mieux comprise a I'aide des 

figures 1 a 6. 

La figure 1 represente une carte de restriction du 
fragment d'AON genomique de I ' endochi t inase de tomate d' environ 
3,5 kb, insere dans Le plasmide p CH3,5. 
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La figure 2 represente la sequence d'ADN genomique, et La 
sequence peptidique deduite, de L'endochitinase de tomate de 
3,5 kb, insere dans Le plasmide p CH3,5. 

La figure 3 represente I'alignement d'apres I'homologie 
05 maximale de L'ADN genomique de l'endochitinase de tomate depourvue 
des introns, (ligne inferieure), et'de I 1 ADN complementai re de 
l'endochitinase de tabac (Ligne superieure). 

La figure A represente La sequence codante du gene chi- 
merique, encadree par Les sites Bam HI et Sac I, et La sequence 
10 d'acides amines deduites. 

La figure 5 represente La sequence du gene chimerique 

compLet. 

La figure 6 represente La sequence de L 1 endochit inase 
recombinante mature. 

15 

EXEMPLE 1 : Construction du vecteur binaire pBR1 contenant un gene 

recombinant tomate-tabac de L 1 endochit inase 

1) Preparation de La sequence codante du gene recombinant 
20 a) Preparation de La partie 5' de La sequence codante du 

gene recombinant a parti r de L'ADNg (AON genomique) de L*endo- 
chitinase de tomate : 

Un cLone contenant L'ADNg de L 1 endochit inase de tomate a 
ete obtenu de La facon suivante (Cf. These de Doctorat es Sciences 
25 speciality : biologie molecuLaire vegetale, 1986, de M. DURANT- 
TARDIF - Universite de Paris Sud) : 

Une banque d'ADN genomique de tomate a ete construite 
dans le phage Lambda Charon 4A par cLonage de fragments issus de la 
digestion partielle par L'endonuc Lease EcoRI de L'ADN genomique de 
30 tomate Lycopersicon esculentum . La banque genomique ayant ete 
amplifiee, 6,6 x 10 5 clones ont ete cribles apres transfert de 
L'ADN phagique sur nitrocellulose par Les techniques bien connues 
de L'homme de Tart (Maniatis et al., Molecular cloning : a 
laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1984), a Taide 

35 
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d'une sonde d'ADNc codant pour une endochi t inase de haricot 
(Broglie et al., 1986, PNAS, 83, 6820-6824). 

Le clone, appele clone 10.2 s'hybridant avec cette sonde, 
contient un fragment d'ADN genomique de tomate de 3,5 kb contenant 
une partie du gene de I 'endochitinase de tomate. Ce fragment a 
ensuite ete insere dans le plasmide pEMBL8 (Dente et al. C1983) 
Nucl. Ac. Res., 11, 1645-1655) entre les sites EcoRI et Hindlll. Le 
plasmide obtenu appele pCH3.5 a ete clone dans E. coli . Ce plasmide 
a ensuite ete extrait et purifie par la methode de la lyse alcaline 
(BIRNB0IM et DOLY dans Maniatis et al., op. cit.). 

L'utilisation de plusieurs endonuc leases de restriction a 
permis d'etablir la carte de restriction du fragment d'ADN geno- 
mique d'environ 3,5 kb insere dans le plasmide pCH3.5, representee 
sur la figure 1. 

15 Les differents fragments EcoRI-HincII, HincII-PvuII, 

PvuII-EcoRV, EcoRV-HindHI ont ete prepares par digestion par les 
endonucleases correspondantes, purifies par e lect rophorese sur gel 
d'agarose et isoles par elect roelution (Maniatis et al., op. cit.). 
Chacun de ces fragments a ete clone dans I'ADN de la forme replica- 
tive du phage simple brin M13mp19 (Pharmacia) entre les sites de 
restriction compatibles. Ces fragments ont ensuite ete sequences 
selon la methode des dideoxyribonuc le*otides (Sanger et al., 
PNAS-USA, U, 5463-5467, 1977). 

La sequence (SEQ ID NO : 5), telle que deduite des expe- 
riences ci-dessus, est representee sur la figure 2, laquelle 
indique egalement les sites de restriction utilises pour le clonage 
dans DEMBL8 et les sites de restriction importants pour la suite de 
la construction. La sequence decides amines traduite est aussi 
representee sur cette figure sur la ligne inferieure par rapport a 
la sequence codante, les in; ons etant hachures (ZZZZZ7). 

Cette sequence possede une partie promotrice de 
1940 nucleotides suivie d'une partie codante, codant pour 
302 acides amines, dans laquelle sont inseres deux introns. Cette 
partie codante est incomplete dans sa region 3' (pas de codon 
35 stop). 
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Par utilisation des sites de restriction Styl (position 
2006) et Hindlll (position 3007), un fragment de 1001 pb a ete 
obtenu ; U a ete purifie par elect rophorese sur gel d f agarose a 
bas point de fusion. La synthese chimique d'un oligonucleotide de 

05 71 pb, appele fragment 1, dont la sequence est donnee ci-dessous, a 
permis de reconstituer la partie 5' eliminee en amont du site Styl 
et d'inserer en amont du codon ATG d 1 initiation de la traduction un 
site de restriction BamHI. Le fragment BamHI-Hindlll de 1071 pb a 
ete sous-clone dans le vecteur pUC 19 (Pharmacia) dans les sites 

10 correspondants a I'aide de la T4 DNA ligase. Le plasmide obtenu est 
appele pCH1 . 

Sequence du fragment 1 (SEQ ID NO : 6) : 
BamHI 

GGATCCAT6AGGCGAACTTCTAAATTGACTACTTTTTCTTTGCTGTTTTCTCTG6TTTT6CTGAGT* 
GCTGC 

b) Preparation de la partie 3' manquante de la sequence 

20 codante du gene chimerique : 

Une comparaison de sequences a I'aide d'un logiciel 
approprie (logiciel UWGCG de I'universite de Wisconsin : Devereux 
et al., 1984, Nucl. Ac. Res., 12, 8711-8721 - Option GAP : aligne- 
ment optimal des sequences d'apres la methode de Needleman et 

25 Wunsch, 1970 J. mol. Biol., 48, 443-453) entre la partie codante, 
incomplete dans sa region 3' du clone pCH3.5 et la sequence publiee 
de I'ADNc de 1 1 endochi t inase de tabac comprenant 329 acides amines 
(Hideaki Shinshi et al. (1987), Proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 84, 
89-93 et (1990) Plant Mol. Biol., 14, 357-368) montre une homologie 

30 importante entre les sequences, en particulier dans la partie 3 1 de 
celles-ci (Cf. figure 3 qui represente un alignement effectue par 
ce logiciel, d'apres I'homologie maximale de ces deux sequences, 
celle de I'ADNg de I'endochitinase de tomate depourvue de ses 
introns etant situee sur la ligne inferieure). 

35 On a assemble des oligonucleotides synthetises sur un 

synthetiseur d'ADN Applied Biosystems 4600, de fa^on a obtenir un 
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fragment, appele fragment 2, dont La sequence reprend pour 
71 nucleotides La sequence de I'ADNg de L 'endochitinase de tomate, 
situee en avaL du site Orall (2) et pour 92 nucleotides, une 
sequence proche de La partie 3' de la sequence publiee de I'ADNc 
d»endochitinase de tabac, a Laquelle on a rajoute un second codon 
stop et la sequence du site de restriction Sad. Cette sequence est 
representee ci-apres : la sequence proche de la partie 3' de La 
sequence de I'ADNc d ' endochi t inase de tabac etant soulignee et Le 
site Sad etant indique (SEQ ID NO : 7) : 

GGCCTGGAA TGTGGTCGTG GCAATGACAA TAGGGTCCAG GATCGCATTG GGTTTTACAG 
GAGGTATTGC G GTATTCTTG GTGTTAGTCC TGGTGACAAT CTTGATTGCG GAAACCAGAG 
ATCTTTTGGA AACGGACTTT TAGTCGATAC TATG TAATGA GCTC 

Sad 



On a soumis a une hydrolyse partielle par Les enzymes de restric- 
tion BamHI et Orall le plasmide pCH1, puis isole et purifie apres 
electrophorese sur gel d'agarose un fragment de 999 pb, appele 
fragment 3, dont les extremites sont constitutes par le site BamHI 
20 en 5' et par le site Drall (2) en 3' (Cf. figure 2), les fragments 
2 et 3 ont ete ligues a I'aide de la T4 DNA ligase dans le plasmide 
pUC 19, ouvert aux sites de restriction BamHI et Sad. Le plasmide 
obtenu est appele pCH1.2. On a verifie par sequengage que la partie 
BamHI - Sad de ce plasmide comportait La sequence attendue. 
Celle-ci, ainsi que la sequence decides amines deduite, est repre- 
sentee sur la figure A. Cette sequence comprend la sequence codante 
du gene chimerique encadree par les sites de restriction BamHI et 
Sad. Celle-ci code pour une proteine de 329 acides amines compre- 
nant un peptide signal suppose de 24 acides amines (determine a 
30 L f aide d'un logiciel qui utilise la methode decrite par 
G. von Heijne, 1986, Nucl. Ac. Res., H, 483-490). La masse mole- 
culaire attendue d'aores La sequence de cette proteine clivee de 
son peptide signal suppose est d'environ 32 kDa. 
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2) Preparation du gene chimerique complet et clonage de 
celui-ci dans le vecteur binaire pBIN 19. 

La sequence codante obtenue precedemment a ete inseree 
entre une sequence promotrice comprenant Le promoteur dit 35S du 
05 virus de La mosaTque du chou-fLeur (35S CaMV) et une sequence 
terminatrice comprenant Le terminateur de La nopaLine synthase 
(N0S) d 1 Agrobacterium tumef aciens . 

a) Preparation de La sequence promotrice comprenant Le 
10 promoteur 35S du virus de La mosaTque du chou-fLeur : 

A partir du pLasmide pBI121 (CLontech) par coupure a 
L'aide des endonuc Leases Hindlll et BamHI, puis eLect rophorese, Le 
fragment Hindlll-BamHI d'environ 900 pb contenant Le promoteur 35S 
est isoLe. Ce fragment est recoupe par Hindll. Le fragment 
15 d'environ 410 pb, portant Le site BamHI, est traite par La T4 DNA 
Ligase en presence d'un Linker Hindlll (sequence synthetique conte- 
nant un site Hindlll). Apres coupure par L 'endonucLease Hindlll et 
eLect rophorese, Le fragment Hindlll-BamHI resuLtant (d'environ 
420 pb) est isoLe et purifie. 

20 

b) Preparation de La sequence terminatrice comprenant Le 
terminateur de La nopaLine synthase (N0S) d 1 Agrobacterium 
tumef aciens . 

A partir du pLasmide pBI121 (CLontech) par coupure a 
25 L ! aide des enzymes de restriction SacI et EcoRI, puis eLectro- 
phorese sur geL d'agarose, un fragment de 250 pb environ, renfer- 
mant Le terminateur de La nopaLine synthase, a ete isoLe. 

On a Ligue a L'aide de La T4 DNA Ligase La sequence pro- 
motrice, La sequence codante du gene chimerique de La chitinase et 
30 La sequence terminatrice dans Le vecteur binaire pBIN19 ouvert a 
L'aide des endonucLeases Hindlll et EcoRI. La partie de ce vecteur 
qui pourra etre transfere aux vegetaux comprend un gene de resis- 
tance a La kanamycine immediatement en amont du gene chimerique 
compLet (Cf. BEVAN (1984), NucL. Ac. Res., 12, 8711-8721). Le gene 
35 de resistance a La kanamycine servira de marqueur de seLection au 
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cours des etapes de transformation et d'analyse de La descendance 
des plantes transformers. 

Le vecteur obtenu est appele pBR1- La* sequence du gene 
chimerique complet (SEQ ID NO : 8), verifiee par sequengage, est 
05 representee sur la figure 5. Le plasmide est clone dans la souche 
E. coli MC1061 (Clontech). 



EXEMPLE 2 : Transfert dans Agrobacterium tumefaciens ou 

Agrobacterium rhizogenes du plasmide pBR1 contenant le 
10 gene chimerique tomate-tabac de I 'endochit inase. 



a) Transfert dans Agrobacterium tumefaciens 
Ce transfert est realise comme decrit ci-apres par conju- 
gaison triparentale entre la souche E. coli MC1061 contenant le 
15 vecteur p8R1 et la souche Agrobacterium tumefaciens LBA4404 
(Clontech) a I'aide de la souche E. coli HB101 contenant le plas- 
mide mobilisateur pRK2013. 

La souche E . coli MC1061 contenant le plasmide pBR1 et 

une souche E. coli HB101 (Clontech) contenant le plasmide mobilisa- 

20 teur pRK2013 sont cultivees a 37°C dans du milieu Luria (Gibco) en 
presence de 25 mg/l de kanamycine. 

La souche Agrobacterium tumefaciens LBAA404 est cultivee 
a 28°C dans du milieu Luria en presence de. 100 mg/l de rifampicine 
(elle est resistante a cet ant ibiotique) ; 200 ul de chacune des 

25 trois cultures sont melanges, etales sur du milieu Luria gelose 
(Gibco) et incubes toute la nuit a 28°C. Les bacteries sont ensuite 
remises en suspension dans 5 ml de milieu Luria et des parties ali- 
quotes sont etalees sur des boites de Petri contenant un milieu 
minimum gelose (decrit dans "Plant molecular biology manual 1 ' GELVIN 

30 et al., Kluwer Academic Press, 1988) en presence de 100 mg/l de 
rifampicine, 25 mg/l de kanamycine. Dans ces conditions, seules 
poussent les colonies d 1 Agrobacterium tumefaciens ayant integre le 
plasmide pBR1. Celles-ci contiennent le gene chimerique dans un 
contexte permettant sa replication. 

35 La resistance aux deux antibiot iques des colonies selec- 

tionnees est verifiee en repiquant celles-ci sur le meme milieu de 
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selection deux fois de suite. La presence du gene chimerique de 
I'endochitinase dans Agrobacterium tumefaciens est verifiee par La 
methode de Southern sur une preparation d'ADN total. (Lyse des 
cellules, purification de I'ADN par extraction a I'aide du melange 
05 phenol/chloroforme, selon le protocole decrit par GELVIN dans 
I'ouvrage cite ci-dessus, coupure de 1 1 ADN purifie a l'aide 
d'enzymes de restriction, electrophorese sur gel d'agarose, trans- 
fert sur membrane et hybridation selon les techniques bien connues 
de I'homme de I 'art). 

10 • 

b) Transfert dans Agrobacterium rhizogenes 
Ce transfert est realise de La meme fagon que le trans- 
" fert dans Agrobacterium tumefaciens decrit en a), avec la souche 
Agrobacterium rhizogenes AA decrite par GUERCHE et al. C1987) MoU 
15 gen. genet. 206, 382. 

EXEMPLE 3 : Obtention de plantes de tabac transformees. 

Le tabac Nicotiana tabacum cultive in vitro a ete infecte 
par Agrobacterium tumefaciens contenant le plasmide pBRl selon la 

20 procedure de Horsch et al., bien connue de I'homme du metier 
(H0RSH R.B et al. 1985, Science 227, 1229-1231), dont les princi- 
pals etapes sont exposees ci-apres. 

Des disques de feuilles de plantes axeniques de tabac 
N. tabacum (variete Wisconsin Havana 38 sensible aux champignons 

25 pathogenes) sont incubes dans une culture d'A. tumefaciens heber- 
geant Le plasmide pBR1. Les disques egouttes sur papier Whatman ont 
ete transferes sur des milieux de culture en boites de Petri afin 
de multiplier les cellules transformees de fagon a obtenir des 
cals, puis produire des pousses en presence de cefotaxime 

30 (500 ug/ml) et de kanamycine (100 ug/ml). Les pousses resistantes a 
la kanamycine ont ete ensuite transferees sur un milieu permettant 
l' induction des racines en presence de cefotaxime et de kanamycine. 
Les plantules sont ensuite repiquees en terrines dans un substrat 
compose de tourbe et de terreau et mises a croitre en serre. Toutes 

35 les plantes transformees (generation Ro) ayant survecu aux etapes 
de regeneration et d'acclimatation en serre se sont revelees 
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morphologiquement normales et fertiles. ELLes ont ete autof econdees 
et ont donn£ des graines (generation R^ ) . 

EXEMPLE 4 : Analyse de 1 1 ADN genomique des plantes de tabac 

transformees (generation Ro) seLon La technique de 
SOUTHERN Blot. 

L'ADN genomique de haut poids moleculaire a ete isole a 
parti r de feuilles matures de plantes transgeniques de la genera- 
tion Ro selon la methode d'extraction a I'aide de bromure de cetyl- 
trimethylammonium et de purification par precipitation, decrite 
dans I'ouvrage "Plant Molecular Biology Manual" deja cite. 

10 ug de cet ADN genomique ont ete digeres toute la nuit 
a 37°C avec 20 unites des enzymes de restriction Hindlll et EcoRI. 
Les fragments de restriction obtenus ont ete separes par electro- 
phorese sur gel d'agarose (1 %) . L'ADN a ete transfere selon la 
methode de SOUTHERN Blot sur un f i It re de nitrocellulose et hybride 
avec une sonde nucleotidique comprenant la sequence du gene chime- 
rique recombinant marquee a l f <x32-dCTP par marquage au hasard 
(random priming). Le lavage a haute stringence a ete realise en 
presence de 0,2 x SSC, 0,1 % SDS a 68°C avant 1 1 autoradiographic, 
(.'analyse de I •autoradiogramme permet de tirer les conclusions sui- 
vantes : 

- certaines. plantes ne possedent pas de copies du gene 
transfere (absence de signal). 

25 • La plupart des plantes testees contiennent au moins une 

copie sans rearrangement de la construction : promoteur 35S CaMV 
- gene chimerique de I "endochitinase - terminateur NOS. 

- Certains prof i Is suggerent qu'il existe des rearrange- 
ments internes dans la construction, mais ces evenements sont 

30 rares. 
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EXEMPLE 5 : Determination pour les ptantes de tabac transformees 

(generations Ro, R^ et R ? ) de (.'expression de I'endo- 
chit inase recombinante. 
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1) Analyse de I'ARN messager selon La technique de 
Northern Blot. 

L 1 ARN total des plantes transformees de la generation Ro 
a ete isole selon le protocole de VERWOERD et al., NAR, 17, 2362, 
1989. Des portions de feuilles sont prelevees et broyees, puis 
traitees par un melange de phenol/Tris-HCl pH 8,0/LiCl 0,1M. 

Les ARN sont purifies par traitement au chloroforme, puis 
au Li C L 2M et precipites. 

15 pg d'ARN de chaque plante sont separes par electro- 
phorese sur gel d'agarose (1,2 %) en conditions denaturantes 
(Maniatis op. cit.) puis transferes sur une membrane de nitro- 
cellulose (Hybond C-extra Amersham). Les ARN messagers (ARNm) cor- 
respondant au gene introduit sont reperes a I'aide d'une sonde 
oligonuleotidique de sequence (SEQ ID NO : 9) : 



20 



AG6GCCGCCACCTGGACACT6A 



25 



prealablement marquee au moyen d , <x32-dCTP et de la terminal 
transferase (Boehringer Mannheim) selon le protocole decrit dans 
Maniatis et al. (op. cit.). 

Cette analyse a permis de mettre en evidence pour les 
plantes transformees la presence d'un signal d 1 hybridation corres- 
pondent a un ARN messager d 1 environ 1500 nucleotides, absent des 
plantes non transformees. 



30 



2) Determination de I'expression de 1 1 endochitinase. 
La methode utilisee fait appel a la visualisation par des 
techniques immunologiques de 1 1 endochitinase recombinante. 



35 



a) Preparation des anticorps : une endochitinase de 
tomate a ete purifiee jusqu'a homogeneite a partir de cals de 
tomate comme decrit ci-apres : des cals de tomate ont ete cultives 
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in vitro sur un milieu de Murashige et Skoog (Murashige T. et Skoog 
F., 1962, Physiol. Plant., 15, 473-497) contenant 0,1 mg/l d f ANA 
(acide naphtalene acetique) et 1 mg/l de BAP (benzylamino purine). 

Des extraits cellulaires sont obtenus par broyage du 
05 materiel vegetal dans une solution tampon Tris-HCl 50 mM pH 8,4 
contenant 15 mM de 0 mercapto£thanol et 5 X de polyviny Ipoly- 
pyrrolidone. 

La proteine est purifiee a partir de cet extrait par pre- 
cipitation au sulfate d'ammonium, chromatographie en phase liquide 
10 selon la technique FPLC de PHARMACIA sur la colonne echangeuse de 
cations a base de polymere synthetique (Mono S de Pharmacia), et 
chromatographie d'exclusion (tamisage moleculaire) sur un agarose 
reticule selon le protocole decrit ci-apres : 

15 Protocole de purification de I 'endochi t inase de tomate : 

ETAPE 1 : L f extrait proteique est precipite par le sul- 
fate d'ammonium (60 % de saturation). Les proteines ayant precipite 
sont recuperees par cent ri f ugation (15 000 g pendant 30 min), solu- 
20 bi Usees dans une solution tampon (acetate d'ammonium 100 mM 
pH 5,2) et dialysees une nuit a 4°C contre une solution tampon 
acetate d'ammonium 100 mM pH 5,2. 

Extemporanement, la concentration de la solution tampon 
de I'extrait proteique est ramenee a 10 mM par passage sur des 
25 mini-colonnes pretes a I'emploi (PD10. Pharmacia). 

ETAPE 2 : L'extrait proteique est ensuite purifie par 
chromatographie d'echange d'ions a base de polymere synthetique 
(colonne Mono-S de Pharmacia) a l f aide d'une technique FPLC 
30 (Pharmacia). 

L'extrait est depose sur la colonne Mono-S equilibree 
avec un tampon acetate d'ammonium 10 mM pH 5,2. Les proteines 
retenues sur la colonne sont eluees par un gradient lineaire de 10 
a 500 mM d'acetate d'ammonium. 

35 
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ETAPE 3 : Les fractions contenant L 'endochi t inase de 
tomate sont concentrees par ultrafiltration sur membrane 
Centricon 10 (Amicon). La purification de la proteine est pour- 
suivie par chromatographie (tamisage moleculaire) sur un agarose 

05 reticule (colonne SUPEROSE 12 Pharmacia), I'elution est realisee 
par une solution tampon acetate d'ammonium 500 mM pH 5,2. 

A chaque etape, 1'end.ochitinase de tomate est identifiee 
par son poids moleculaire (Electrophorese sur gel de polyacry lanide 
en presence de SDS - revelation a I'argent) et son activite endo- 

10 chitinase, mesuree par une methode radiochimique (Cf. exemple 9 ci- 
apres) utilisant la chitine marquee comme substrat (r.OLANO et aL 
(1977) Anal. Biochem 83, 648-656) . 

On a ensuite injecte a des lapins 25 pg d 1 endochi t inase 
de tomate dans 500 pi d'adjuvant complet de Freund.. Trois injec- 

15 tions de rappel de 25 ug dans I'adjuvant incomplet de Freund 
(500 pi) ont ete realisees a 3 semaines d' intervalle. L 1 inrnunserun 
a ete preleve apres la derniere injection. 



b) Preparation des extraits bruts de proteines do olantes 
20 de tabac transformees (generation Ro) : 

Les extraits bruts de proteines qnt ete prepares a partir 
de differents tissus de la plante (racine, tige, feuille, etc.). 
Les fragments de tissus ont ete congeles dans I'azote liquide/ 
reduits en poudre et stockes a -20°C- La poudre a ete extraite a 
25 A°C en presence d'un tampon acetate d'ammonium 0,1 M pH 5,2 et 
soumise a une cent ri fugat ion a 10 000 g. La concentration des pro- 
teines totales a ete determinee sur les surnageants, appeles 
ci-apres les extraits bruts de proteines en suivant la technique de 
Bradford (Bradford, M.M., (1976) Anal. Biochem., 72, 248-254). 

30 

c) Wise en evidence par immuno-empreinte (Western Blot) 
On soumet les extraits bruts de proteines de differentes 

plantes transformees et des plantes non transformees (temoins) a un 
Western Blot, technique bien connue de I'homme de I'art et decrite 
35 notamment par H. T0WBIN et al. : proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 76, 
1972, 4350-4354, qui comprend les etapes suivantes : 
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- denaturation par ebullition pendant 10 min dans un 
tampon denomme tampon de charge constitue de Tris HCl 0,125 k 
PH 6,8, SDS 4 %, bleu de bromophenol 0,002 %, glycerol 20 7., «- 
mercaptoethanol 10 % Cselon le protocole decrit par LAEMMLI 
(U.K LAEMMLI, Nature, 227 (1970), 680-685) ; 

- separation (Rectrophoretique des differentes proteines 
contenues dans le solubilisat selon le protocole decrit par LAEMMLI 
(U.K. LAEMMLI, Nature, 227 (1970), 680-685) ; 

- electrotransfert desdites proteines contenues dans le 
gel sur une membrane en PVDF (selon la technique de H. T0W3IN et 
al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76 (1979) 4350-4354). 

L'immunodetection est realisee selon un protocol" qui 
comprend les etapes suivantes : 

- saturation de la membrane PVDF sur laouelle les 
proteines ont ete transferees par incubation au minimum 2 neures a 
37 C dans une solution de gdlatine a 3 % 

- 3 lavages dans du tampon phosohate salin contenant 
0,05 7. du detergent Tween 20 

- incubation (1 heure a 37°C) en presence de I ' immunserum 
prepare precedemment (contenant. les anticorps polyclonaux recon- 
naissant la proteine recombinante) dilue au 1/1C COO dans ou tampon 
phosohate salin 

- 3 lavages dans du tampon phosphate salin contenant 
0,05 % du detergent Tween 20. 

Le complexe antigene-anticorps est ensuite revele a 
I 'aide d'un systeme streptavidine-biotine conjugue a la phosphatase 
alcaline avec le kit RPN 23 d* AMERSHAM (Blotting-detection kit) 
utilise selon les indications du fabricant. 

L'empreinte obtenue montre la presence d'une proteine 
d'environ 26 kDa pour les plantes transf ormees, absente des plantes 
temoms. (La proteine deduite de la sequence du gene chimerique, 
divee de son peptide signal suppose, a une masse moleculaire 
d'environ 32 kDa). 

L'analyse selon la technique de Northern Blot et selon 
celle de western Blot a ete effectuee sur 30 plantes transformers 
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(repondant posi tivement au Southern Blot)- 28 plantes ont montre 
une expression de I'ARN messager du gene chimerique en Northern 
Blot et une expression de I'endochitinase recombinante en Western 
Blot. La non-expression pour 2 plantes resulte probablement de 

05 ^insertion du gene chimerique dans un contexte non transcrit. 

L'analyse, selon la technique de Northern Blot et selon 
celle de Western Blot, a ete egalement effectuee sur les plantes de 
la generation issues de plantes t ransf ormees de la generation Ro 
exprimant la proteine recombinante et sur des plantes de la gene- 

10 ration issues de plantes de la generation R^ exprimant la 

proteine recombinante. En accord avec la segregation Mendelienne 
(Cf. exemple 6 ci-apres), la plupart, mais non la totalite, des 
plantes de la generation R^ et de la generation R^ expriment la 
proteine recombinante. 

15 Ces resultats montrent done la stabilite de I 1 insertion 

du gene dans les plantes de tabac et de son expression au cours des 
generations successives. 

EXENPLE 6 : Analyse g£netique des plantes de tabac translormees 
20 (generation R^) . 

Les tabacs regeneres (generation Ro) en presence de 
kanamycine ont ete autopol li ni ses. Les graines matures (genera- 
tion R„) sont recoltees et stockees en tubes Eppendorf a A°C. Les 
1 

graines sont sterilisees en surface a I'aide d'une solution aqueuse 
25 d'hypochlorite de calcium a 2 7-- Les graines sont ensuite rincees a 
I'eau sterile, sechees pendant 24 h dans une hotte a flux laminaire 
sur du papier filtre et mises a germer sur du milieu flurashige et 
Skoog gelose, complements par 100 ug/ml de kanamycine (le gene de 
resistance a la kanamycine lie au gene chimerique complet et trans- 
30 fere au tabac en meme temps que celui-ci sert ici de marqueur de 
selection) . 

L'analyse genetique a ete effectuee sur les descendances 
de 16 plantes transformees (de la generation Ro) choisies parmi les 
28 plantes exprimant I 'endochitinase recombinante (Cf. exemple O, 
35 abregSes Tn (n etant le n° attribue a La plante) et d'une plante 
temoin Nicotiana tabacum var Wisconsin Havana 38 non transform^, 
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abregee WH 38. Le nombre d'individus observes (effectif total) 
varie selon les descendances de 27 a 139. Le taux de gemination 
est eleve (de I'ordre de 95 X) et comparable pour toutes les 
plantes etudiees. 

Deux types de phenotypes sont observes au moment de la 
germination des graines : 

- des plantules resistantes a la kanamycine qui poussent 
bien en presence de 100 pg/ml de kanamycine et possedent un syst6r.e 
racinaire developpe et des feuilles vertes, 

- des plantules sensibles a la kanamycine, 
correspondant soit a des plantes qui ne developpent pas de racines 
et qui produisent des feuilles blanches, soit a des plantes pour 
lesquelles le systeme racinaire est reduit et qui produisent des 
feuilles ave.c des zones blanches. 

15 0n definit la segregation genetique comme le raoDort du 

nonbre de plantes resistantes sur le nombre de plantes sensibles a 
la kananycine. 

Le tableau 1 ci-apres rassemble les resultats obtenus : 
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L'analyse statistique des resultats rassenbles dans le 
tableau 1 ci-dessus montre que le caractere : resistance a la kana- 
mycine, genetiquement lie au caractere confere par le gene chine- 
nque de I 'endochitinase se conporte comme un caractere Mendelien 
dominant simple (segregation Mendelienne 3/1 ou 15/1) present en un 
seul locus (une copie ou plusieurs copies du gene proches : 3/1), 
en deux loci (deux ensembles distants genetiquement cor.prenant 
chacun une copie ou plusieurs copies du gene proches genetioue- 
ment : 15/1) ou en plus de deux loci (cas de la plante T31). 

Le nombre de loci dans chaque plante a etc confirne par 
l'analyse des descendances de la generation R . 

EXEMPLE 7 : K<?sure de la resistance aux champignons oathogencs des 

plantes transformees (generation f^) 
Lcs plantules de la generation R y resistantes a la kana- 
mycine issues des 16 plantes transformees choisies, d'unc Dlante 
Nicotiana tabacun v a r - Wisconsin Havana 33 sensible b Chalara 
ele ^ ans ^galement appele Thielaviopsi s basicola ). abreocc- UH3S, ct 
d'une plante Nicotiana tabacun var. Paraguay 49, abreqec- P49, gene- 
tiquement tolerante a ce champignon, ont ete transferees en cerre 
pour evaluation de leur resistance a ce champignon. Cc dernier a 
ete choisi car il est representat i f des champignons pathogenos du 
tabac possedant de la chitine dans leur paroi. L'etude a porte sur 
des effectifs de plantules variant de 15 a 36 selon les plantes. Le 
protocole choisi dans cette etude est decrit ci-apres : 

Les plantules sont cultivees en godets (3 x 3 cm). A 
I'apparition de la 5eme feuille, les plantes sont inoculees en 
deposant au niveau du collet une suspension d'endoconidies 5 x 
10 spores/ml). Les endoconidies sont prelevees sur des cultures 
myceliennes de ce champignon entretenues sur le milieu "potato 
dextrose agar" (Difco) a 22°C et a I'obscurite. On evalue la resis- 
tance a Chalara elegans en attribuant une note 45 jours apres 
l' inoculation. Les plantes sont notees selon les synptomes d' infec- 
tion et selon leur niveau de developpement ve'getatif par rapport a 
35 un temoin non inocule (ce temoin est une plante WH38 non inoculee 
pour les plantes issues des 16 plantes transformees choisies et de 
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La plante WH38 et une plante P49 non inoculee pour les plantes 
issues de la plante PA9). Les classes sont definies selon les 

criteres suivants : 

Note 0 : plante morte ; note 1 : bourgeon terminal encore 

05 vert, systeme racinaire detruit ; note 2 : developpement des 
plantes ne depassant pas 25 % de celui du temoin, systeme racinaire 
entierement necrose ; note 3 : developpement de plantes atteignant 
50 7. du developpement du temoin, systeme racinaire presentant des 
parties saines ; note A : developpement des plantes identiques au 

10 • temoin. 

L*indice de resistance de la descendance d'une plante 
transfornee represente la moyenne des notes effectuees sur les 
plantules issues de cette plante- 

Le tableau 2 ci-apres rassemble les resultats ootenus : 
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MESURE DE LA RESISTANCE AUX CHAMPIGNONS PATHOGENES DE DESCENDANCES 

DE PLANTES DE TABAC TRANSFORMEES 



PLante 


Effectif teste 


Plantes 






l ransTormees 








T1 


32 


I 


T2 


31 




T4 


36 




T6 


34 




T11 


35 




T12 


33 

i 




TU 


1 26 




T16 


36 




T19 


36 




T27 


20 




T28 


27 




T29 


36 




* T30 


15 




T31 


36 




T36 


36 


Plantes 


WH38 


34 


tenoins 


P49 


34 

^ 



Indice de resistance ce 
La descendance 



2 

C , U ■* w 

0,065 



I , £- _ w 



0,74- 
2,514 

1,632 

1,769 

1,752 

1,416 

C250 

1,444 

1,750 

2,666 

2,883 

1,686 



0,044 
2,823 
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WH38 : plante Nicotiana tabacum var. Wisconsin Havana 38 non trans- 
f ornee 

P39 : plante Nicotiana tabacun var Paraguay 49 
Tn : descendance de la plante transformed exprimant I'endochitv 
nase recombinants 
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On constate a La Lecture du tabLeau ci-dessus que toutes 
Les descendances des pLantes transformees Tn presentent un indice 
de resistance superieur a ceLui de La descendance de La pLante 
temoin WH38 (pLante non transformee) et parfois proche de, voire 
superieur a, ceLui de La descendance de La pLante temoin P49 gene- 
tiquement resistante. 

EXENPLE 8 : Obtention de pLantes de coLza transformees 

La transformation est reaLisee seLon Le protocoLe de 
P. GUERCHE et aL. (P. GUERCHE et a I. 1987, HoL. Gen. Genet., 206, 
382). Les differents miLieux de cuLture sont ceux decrits par 
PeLletier et aL. (PeLLetier et aL. , 1983, MoL. gen. genet., 191, 
244) . Leur composition sera expLicitee par La suite (tabLeau 3). 

15 a) Obtention de racines transformees 

Des segments de tige sont preleves sur L'extrenite 
apicaLe de pLantes de coLza ( Brassica napus : varietes de printemps 
Brutor et Westar et variete d'hiver) de 1 m de haut environ. Ces 
20 segments sont steriLises en surface, rinces dans de L'eau steriLe, 
decoupes en segments de 1,5 cm de Long environ et pLaces dans un 
tube contenant Le mi Lieu A. 

L 1 inocuLation de L'extremite de ce segment est effectuee 
par depot d'une suspension de La souche d' Agrobacter ium rhizogenes 
25 contenant Le pLasmide pBR1. 

Des racines transformees apparaissent sur Le segment de 
tige au bout de 1 a 2 semaines, eLles sont preLevees et pLacees sur 
Le miLieu B geLose (15 g/L) et compLementees par 500 ug de cefo- 
taxime/mL . 



30 



b) Obtention des caLs transform^s 



Des fragments de racines sont incubes pendant 15 jours 
sur Le miLieu D contenant 3 mg/L d'acide 2,4-dichLorophenoxyace- 
35 tique, puis transferes sur Le meme miLieu geLose (15 g/L) en vue de 
La muLtipLication des ceLLuLes transformees de fa<pon a obtenir des 
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cals et a fournir des extraits bruts destines a la purification de 
La proteine recombinante (Cf. exemple 10 ci-apres). 

c) Regeneration de plantes t ransf ormees 



Des fragments de racines sont incubes pendant 15 jours 
sur le milieu D contenant 3 mg/l d'acide 2,4-dichlorophenoxyace- 
tique, puis places sur le milieu RCC d'induction de bourgeons. Des 
Plantes racinees sont ensuite obtenues par passage des bourgeons 
10 sur les milieux F et 6. 
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EXEMPLE 9 : Analyse de 1 1 ADN genomique des ptantes de colza trans- 
formees (generation Ro) et determination pour ces 
dernieres et de Leurs descendances de I'expression de 
L 'endochitinase recombinante. 

D Analyse de 1 1 ADN genomique selon La technique de Southern Slot 

L'analyse de 1 1 ADN genomique selon la technique de 
Southern Blot, effectuee dans les conditions decrites dans 
l*exemple 4, a permis de constater que la plupart des plantes 
testees contiennent au moins une copie sans rearrangement de la 
construction promoteur 35S CaMV - gene chimerique de I'endochiti- 
nase - terminateur NOS. 

2) Analyse de 1 1 ARN messager selon la technique de Northern Blct 

L'analyse de 1 1 ARN messager selon la technique de 
Northern Blot, effectuee dans les conditions decrites dans 
I'exenple 5, n'a et£ mise en oeuvre que pour quelques plantes, 
L'analyse selon la technique de Western Blot etant plus ropioe pour 
fournir 1 1 information attendue. El le a permis de mettre en evidence 
pour les plantes transformees analysees la presence d'un ARN messa- 
ger d'environ 1 500 nucleotides, absent des plantes non transfor- 
mees. 



3) Determination de 1 ' expression de 1 1 endochi t inase reconbinante 
25 par Western Blot 

L'analyse en Western Blot, effectuee dans les conditions 
et a I'aide des anticorps decrits dans l'exemple 5 sur les extraits 
bruts de proteines de plantes de colza transformees (prepares comme 
decrit dans l'exemple 5 pour les extraits bruts de proteines de 
30 plantes de tabac transformees) a permis de visualiser la proteine 
recombinante. 

L'empreinte obtenue montre la presence d'une proteine 
d'environ 26 kDa pour les plantes transformees, absente des plantes 
temoins (la proteine deduite de la sequence du gene chimerique, 
35 clivee de son peptide signal a une masse moleculaire d'environ 
32 kDa) et egalement la presence d'une proteine d'environ 38 kDa 
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reconnue par les anticorps, presente egalement dans les plantes non 
transformers. Cette derniere est une endochitinase endogene (Atta 
K.K. et al v 1988, Abstracts du Second International Congress of 
Plant Molecular Biology, Jerusalem) qui presente des caracteris- 
05 tiques serologiques communes avec celles de I 'endochitinase reccr.- 
binante. 

L'analyse selon la technique de Western Blot a ete effec- 
tuee sur 42 plantes transformees (repondant positivement au 
Southern Blot). 38 plantes ont montre une expression de I'endochi- 

10 tinase recombinante. La non-expression observee pour 4 plantes 
resulte probablement de ^insertion du gene chimeriaue dans un 
contexte non transcrit. 

L'analyse selon la technique de Western Blot a egalenent 
ete effectuee sur des plantes de la generation R issues de plantes 

15 transformees de la generation Ro exprimant 1 1 encochi t i nase reccr.bi- 
nante. En accord avec les lois de la genetique pour I'heredite ces 
diploides, la plupart mais non la totalite de celles-ci exprirent 
la proteine recombinante. 

Ces resultats montrent la stabilite de I'insertion du 

20 gene dans les plantes de colza et de son expression au courc des 
generations. 

EXEttPLE 10 : Purification de I'endochitinase recombinante des cals 

de colza transformed (generation Ro), mesure de son 
25 activite enzymatique et determination de sa sequence 

aminoterminale. 

1) Purification de I f endochitinase recombinante : 

La proteine recombinante a ete purifiee a partir des 

30 extraits bruts de proteines de cals de colza transformed, par 
precipitation au sulfate d'ammonium, chromatographie en phase 
liquide FPLC sur une colonne echangeuse de cations a base de poly- 
mere synthetique et chromatographic d'exclusion (tamisage molecu- 
laire) sur un agarose reticule, selon le protocole decrit ci- 

35 apres : 
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ETAPE 1 : L'extrait proteique est precipice par L e 
sulfate d'ammonium (60 % de saturation). Les proteines ayant preci- 
05 pite sont recuperees par centrif ugation (15 000 g pendant 30 nin), 
solubi Usees dans une solution tampon (acetate d'ammonium 100 nM 
PH 5,2) et dialysees une nuit a 4°C centre une solution tampon ace- 
tate d'ammonium 100 mM pH 5,2. 

Extemporanement, la concentration de la solution tampon 
10 de l'extrait proteique est ramenee a 10 mM par passage sur des 
mini-colonnes pretes a I'emploi (PD10. Pharmacia). 

ETAPE 2 '• L'extrait proteique est ensuite purifie par 
chromatographic d'echange d'ions a base de polymere synthetique 
15 (colonne Mono-S de Pharmacia) a I'aide d'une technique f PL C 
(Pharmacia) . 

L'extrait est depose sur la. colonne Mono-s eouili&rce 
avec un tampon acetate d'ammonium 10 mM p H 5,2. Les proteines 
retenues sur la colonne sont eluees par un gradient lin6a, r , c ., 10 
20 a 500 mM d'acetate d'ammonium. 

ETAPE 3 : Les fractions contenant I ' endqchi t inase rccor- 
binante sqnt concentrees par ultrafiltration Su r membrane 
Centricon 10 (Amicon). La purification de la proteine est poursui- 
25 vie par chromatographie d'exclusion (tamisage moleculaire) sur un 
agarose reticule (colonne SUPER0SE 12 PHARMACIA), I'elution etant 
realisee par une solution tampon acetate d'ammonium 500 mM pH 5,2. 

A chaque etape, I'endochitinase de tomate est identifiee 
par son poids moleculaire (Electrophorese sur gel de polyacry lamide 
30 en presence de SOS-revelation a I'argent), par son immuno-empreinte 
(Cf. exemple 5 O) et son activite endochitinase, mesuree par une 
methode radiochimique decrite ci-apres utilisant la chitine marquee 
comtne substrat (M0LAN0 et al. (1977) Anal. Biochem 83, 648-656). 
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2) Mes ure de I'activite enzymatique de I 'endochitinase recor : bi- 
nante . 

a) Methode 

L'activite endochitinase est mesuree par une nethode 

05 radiochimique utUisant la chitine marquee au tritium comne 
substrat selon un protocole decrit par M0LAN0 et al., 1977, Anal. 
Biochem 83, 648-656, resume ci-apres. 

A 50 ul de chitine tritiee C50 kBq/nl), laves prealable- 
ment par 4 cent rifugat ions successives et renouve I lement du 

10 solvant, on ajoute 50 ul de fraction contenant 1 1 endochi t inase 
recombinante puis 250 ul de solution tampon acetate de sodium 0,2 W 
pH A, 5- Apres 45 min d'incubation a 20°C, la reaction est arretee 
par addition de 100 ul d'acide trichloroacetique 20 Apres 
centrif ugation (10 000 g pendant 10 min), la quantite de radioacti- 

15 vite solubilisee dans 100 ul de surnageant est mesuree en scintil- 
lation liquide. 

A chaque etape de purification selon la methode decrite 
ci-dessus, la proteine recombinante (identifiee grace a son poids 
moleculaire et sa reaction positive avec les anticorps polyclonoux 

20 contre I 'endochitinase de tomate) montre une activite endochiti- 
nase- 

b) Resultats 

Les activites specifiques mesurees a I'issue de 
25 I'.etape 1, de I'etape 2 et de I'etape 3 sont respect ivement de 135, 
7 416 et 32 193 cpm/ug de proteine. 

3) Determination de la sequence aminoterminale de I 'endochitinase 
recombinante mature. 

30 Apres purification de 1 1 endochitinase recombinante selon 

le protocole decrit ci-dessus, le sequengage de I'extremite amino- 
terminale a ete realise. Les echantillons a traiter sont portes a 
la surface d'un filtre PVDF (polyviny lidenedi f luoride) par electro- 
transfert selon la methode decrite par H. TOWBIN et al. Proc. Ntl. 

35 Acad. Sci. USA (1979), 4350-4354, apres (Hectrophorese sur gel de 
polyacrylamide en presence de SDS. Le filtre est introduit dans un 
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sequenceur de proteines (modele 470 A commercialise par La Societe 
Applied Biosystems (E.U.A.)) equipe d'un chromatographe (modele 430 
d'Applied Biosystems) qui analyse en continu les derives phenyl- 
thiohydantoiques formes, apres chaque cycle de degradation. 
05 La sequence aminoterminale determinee CSEQ ID NO ; 10) 

est representee ci-apr£s, le symbole Xaa representant un acide 
amine non determine : 

Gly-Gly-Xaa-Leu-Gly-Ser-Val-Ue-Ser-Asn-Xaa-Met-Phe-Xaa-Gln-Met- 
10 Leu-Lys-Xaa-Arg 

On constate que le debut de la sequence de la proteine 
mature, SEQ ID NO : 1 representee sur la figure 6, correspond au 
76eme acide amine a partir de la methionine aminoterminale deduite 

15 de la sequence du gene chimerique (SEQ ID NO : 11), telle que 
representee sur la figure 4. 

La proteine traduite a partir de I'ARN messager code par 
Le gene chimerique subit un clivage de son peptide signal, suppose 
de 24 acides amines (G. von Heijne, 1986, NucL. Ac. Res., 14, 483- 

20 490), puis une maturation provoquant le clivage d'un peptide amino- 
terminal de 51 acides amines. 

■ 

La sequence du gene chimerique contient done les informa- 
tions necessaires a la synthese d'une proteine de type prepro- 
enzyne, qui est maturee en endochi t i nase active. 

25 

EXEMPLE 11 : Analyse genetique des plantes de colza transformees 

(generation R^) 

Les colzas regeneres (generation Rg) ont ete autopoli- 
30 nises. Les graines matures (generation R^) sont recoltees et 
stockees dans des sachets. Ces graines sont ensuite semees dans des 
bacs sur de la vermiculite, puis les jeunes plantes sont repiquees 
indi viduel lement en pot de 2 I contenant du terreau horticole. 
L'expression de la proteine recombinante est mise en evidence par 
35 la technique de Western blot sur des jeunes feuilles (cf. para- 
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graphe 3 de I'exemple 9, apres extraction des proteines selon Le 

protocole decrit dans I'exemple 5b). 

En accord avec les lois de la genetique pour I'heredite 

des diploides, la plupart, mais non la totalite de ces plantes 
05 expriment la proteine recombinante. 

15 des descendances de colzas transforms ont ete ana- 

lysees statistiquement selon le protocole decrit dans I'exemple 7. 

Les resultats obtenus montrent que le caractere expression du gene 

chimerique de L' endochit inase se comporte comme un caractere 
10 Mendelien dominant simple present en un seul locus (12 descendances 

sur 15 presentent la segregation Mendelienne 3/1) ou en deux loci 

(3 descendances sur 15 presentent la segregation Mendelienne 15/1). 

EXEMPLE 12 : Mesure de la resistance aux champignons pathogenes des 
15 plantes de colza transformees (generation R^) 

Les plantes de generation R^, exprimant la proteine . 
recombinante sont autopol lini sees. Les graines obtenues de genera- 
tion R^, sont raises a germer comme decrit dans I'exemple 11. 

20 La resistance des plantes de colza exprimant la proteine 

recombinante est estimee sur les plantes- de generation R 2 par ino- 
culation en chambre de culture a I'aide d' Alternaria brassicae , 
champignon representat if des champignons pathogenes du colza, selon 
le protocole decrit par Bains et Tewari, 1987, Physiol. Hoi. Plant. 

25 Pathol. 30:259 et resume ci-apres. 

Des jeunes plantes de colza agees de 21 jours sont ino- 
culees a I'aide d f une suspension de spores deposee sur la nervure 
centrale de la premiere feuille, prealablement blessee a I'aide 
d'une aiguille. Deux semaines plus tard, L'extension de la necrose 

30 resultant du developpement du champignon parasite est mesuree. 

Les resultats obtenus a partir des descendances de 10 
plantes transformees, montrent que trois descendances presentent 
une resistance notablement accrue, proche de celle d'une variete de 
moutarde Sinapis alba , (bains et tewari, reference ci-dessus), 

35 genetiquement resistante a Alternaria brassicae . 
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EXEMPLE 13 : Obtention des racines de tournesoL transformees. 

Des segments de petioles sont preleves sur des plantes de 
tournesoL Helianthus annuus (variete EurofLor Rustica Semences) 
05 agees de 6 a 10 semaines. Les segments sont desinfectes par trem- 
page pendant 30 min dans une solution d'hypochlorite de calcium a 
1 %. 

Les segments de petioles sont ensuite places dans un tube 
contenant du milieu de culture de Murashige et Skoog gelose. L'ino- 

10 culation de L'extremite de ces segments est effectuee par depot 
d'une suspension de la souche d 1 Agrobacterium rhi2ogenes contenant 
le plasmide pBR1. 

Des racines transformees apparaissent ensuite sur le seg- 
ment de petiole au bout de 1 mois environ. Ces racines sont pre- 

15 levees et placees sur le milieu M gelose (milieu M auquel on a 
ajcute 6 g/l d'agarose), complements par 500 Eg de cef otaxime/ml . 
La composition du milieu M est explicitee par la suite (tableau 4). 
Ces racines sont repiquees chaque semaine pendant A semaines sur le 
meme milieu. Elles sont ensuite transferees sur le milieu M 

20 liquide, a.fin d'obtenir la production de racines en quantite suffi- 
sante pour analyser I'expression de la proteine recombinante Dar la 
technique de Western blot selon le protocole decrit dans le para- 
graphe 3 de I'exemple 9. Les ext raits bruts de proteines destines a 
cette analyse sont prepares selon la technique decrite dans 

25 I'exemple 5- Les empreintes obtenues montrent la presence d'une 
proteine du poids moleculaire attendu (26 kDa) pour les racines 
transformees, absente dans les racines et feuilles de plantes de 
tournesol temoins (plantes non transformees). 

30 
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Tableau 4 

COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE M UTILISE POUR LA CULTURE DES 

RACINES TRANSFORMEES DE TOURNESOL 



Composition 
mg/ml 



10 NH^NOj 330 

KN0 3 380 

KH 2 P0 4 170 

MgS0 4 370 

CaCL 2 440 

15 H 3 B0 3 6,3 

MnSO^, 4H 2 0 22,3 
ZnS0 4 , 7H 2 0 1,6 

KZ 0**3 
Na 2 Mo0 4 , 2H 2 0 0,25 

20 CuSO^, 5H 2 0 0,025 

CoCl2, 6H 2 0 - 0,025 

Pyridoxine HCL 0,1 
Acide nicotinique 0,1 
Glycine 0,4 

25 Inositol 20 

Thiamine .0,02 
Saccharose 30,000 

Citrate de fer 200 



30 
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LISTE DES SEQUENCES 



SEQ ID NO 



TYPE DE SEQUENCE 



acides amines 



LONGUEUR DE LA SEQUENCE 



254 acides amines 



PROPRIETES 



: proteine a activite endochit inase 



Gly GLy Asp Leu Gly Ser Val He Ser Asn Ser Met Phe Asp Gin Met 
15 10 15 

Leu Lys His Arg Asn GLu Asn Ser Cys Gin Gly Lys Asn Asn Phe Tyr 

20 25 30 

Ser Tyr Asn Ala Phe He Thr Ala Ala Arg Ser Phe Pro Gly Phe Gly 
35 40 45 

Thr Ser Gly Asp He Asn Ala Arg Lys Arg Glu He Ala Ala Phe Phe 
50 55 60 

Ala Gin Thr Ser His Glu Thr Thr Gly Gly Trp Pro Ser Ala Pro Asp 
65 70 75 80 

Gly Pro Phe Ala Trp Gly Tyr Cys Phe Leu Arg Glu Arg Gly Asn Pro 

85 90 95 

Gly Asp Tyr Cys Ser Pro Ser Ser Gin Trp Pro Cys Ala Pro Gly Arg 

100 105 110 

Lys Tyr Phe Gly Arg Gly Pro He Gin He Ser His Asn Tyr Asn Tyr 
115 120 125 

Gly Pro Cys Gly Arg Ala He Gly Val Asp Leu Leu Asn Asn Pro Asp 
130 135 140 

Leu Val Ala Thr Asp Pro Val He Ser Phe Lys Thr Ala He Trp Phe 
145 150 155 160 

Trp Met Thr Pro Gin Ser Pro Lys Pro Ser Cys His Asp Val He He 

165 170 175 

Gly Arg Trp Asn Pro Ser Ala Gly Asp Arg Ser Ala Asn Arg Leu Pro 

180 185 190 

Gly Phe Gly Val He Thr Asn He He Asn Gly Gly Leu Glu Cys Gly 
195 200 205 

Arg Gly Asn Asp Asn Arg Val Gin Asp Arg He Gly Phe Tyr Arg Arg 
210 215 220 

Tyr Cys Gly He Leu Gly Val Ser Pro Gly Asp Asn Leu Asp Cys Gly 
225 230 235 240 

Asn Gin Arg Ser Phe Gly Asn Gly Leu Leu Val Asp Thr Met 



245 



250 
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SEQ ID NO : 2 

TYPE DE SEQUENCE : acides amines 

LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 51 acides amines 

PROPRIETES : sequence situee immediatement en amont de 

la sequence SEQ ID NO : 1 



Gin Asn Cys Gly Sen Gin Gly Gly Gly Lys Val Cys Ala Ser Gly Gin Cys 

•50 -45 -40 "35 

Cys Ser Lys Phe Gly Trp Cys Gly Asn Thr Asn Asp His Cys Gly Ser Gly 

-30 -25 -20 

Asn Cys Gin Ser Gin Cys Pro Gly Gly Gly Pro Gly Pro Gly Pro Val Thr 

-15 -10 -5 -1 



SEQ ID NO : 3 



TYPE DE SEQUENCE : acides amines 



LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 24 acides amines 

PROPRIETES : sequence situee immediatement en amont de 

la sequence SEQ ID NO : 2 



Met Arg Arg Thr Ser Lys Leu Thr Thr Phe Ser Leu Leu Phe Ser Leu Val 
-75 -70 -65 -60 



Leu Leu Ser Ala Ala Leu Ala 

-55 -52 
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SEQ ID NO : A 

TYPE DE SEQUENCE : nucleotidique 

LONGUEUR OE LA SEQUENCE : 1153 paires de bases 
NO MB RE DE BR INS : a double brin 

TYPE DE MOLECULE : ADN genomique 

PROPRIETES : partie codante du gene chimerique, codant 

pour une proteine a activite endochitinase 
qui comprend La sequence SEQ ID NO : 1 

CARACTERISTIQUES : de 443 a 521 paires de bases : intron 1 

de 676 a 756 paires de bases : intron 2 



ATGAGGCGAA 


CTTCTAAATT 


GACTACTTTT 


TCTTTGCTGT 


TTTCTCTGGT 


TTTGCTGAGT 


60 


GCTGCCTTGG 


CACAGAATTG 


TGGTTCACAG 


GGCGGAGGCA 


AAGTTTGTGC 


GTCGGGACAA 


120 


TGTTGCAGCA 


AATTCGGGTG 


GTGCGGTAAC 


ACTAATGACC 


ATTGTGGTTC 


TGGCAATTGT 


180 


CAAAGTCAGT 


GTCCAGGTGG 


CGGCCCTGGT 


CCTGGTCCTG 


TTACTGGTGG 


GGACCTCGGA 


240 


AGCGTCATCT 


CAAATTCTAT 


GTTTGATCAA 


ATGCTTAAGC 


ATCGTAACGA 


AAATTCTTGT 


300 


CAAGGAAAGA 


ATAATTTCTA 


CAGTTACAAT 


GCCTTTATTA 


CTGCTGCTAG 


GTCTTTTCCT 


360 


GGCTTTGGTA 


CAAGTGGTGA 


TATCAATGCC 


CGTAAAAGGG 


AAATTGCTGC 


TTTCTTTGCC 


420 


CAAACCTCCC 


ATGAAACTAC 


TGGTATGTGT 


ATAACCATTC 


ACATCGAACC 


ATTAAAATAT 


480 


AATTTCATTT 


TATTTTATTT 


AGTAATTGAT 


TATATATGTA 


GGAGGATGGC 


CTTCCGCACC 


540 


TGATGGACCA 


TTCGCATGGG 


GTTACTGTTT 


CCTTAGAGAA 


CGAGGTAACC 


CCGGTGACTA 


600 


CTGTTCACCA 


AGTAGTCAAT 


GGCCTTGTGC 


ACCTGGAAGG 


AAATATTTCG 


GACGAGGCCC 


660 


AATCCAAATT 


TCACAGTAAG 


CTACATAAAT 


CTATATATGG 


TAAAATTTGA 


TGAACTTGTA 


720 


GTGTCTAATT 


ACGTGTATTT 


TGACATTTCA 


AAACAGCAAC 


TACAACTATG 


GGCCATGTGG 


780 


AAGAGCCATC 


GGAGTGGACC 


TTTTAAACAA 


TCCTGATTTA 


GTAGCCACAG 


ACCCAGTCAT 


840 


CTCATTCAAG 

* 


ACTGCTATCT 


GGTTCTGGAT 


CACCCCTCAA 


TCACCAAAGC 


CTTCTTGCCA 


900 


CGATGTCATC 


ATTGGAAGAT 


GGAACCCATC 


TGCCGGTGAC 


CGATCAGCCA 


ATCGTCTTCC 


960 


TGGATTTGGT 


GTC ATCACAA 


ACATCATCAA 


TGGGGGCCTC 


JAATGTGGTC 


GTGGCAATGA 


1020 


CAATAGGGTC 


CAGGATCGCA 


TTGGGTTTTA 


CAGGAGGTAT 


TGCGGTATTC 


TTGGTGTTAG 


1080 


TCCTGGTGAC 


AATCTTGATT 


GCGGAAACCA 


GAGATCTTTT 


GGAAACGGAC 


TTTTAGTCGA 


1140 


TACTATGTAA 


TGA 










1153 
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SEQ ID NO : 5 

TYPE DE SEQUENCE : nucleotidique 

LONGUEUR DE LA SEQUENCE : paires de bases 
NOMBRE DE BRINS : a double brin 

TYPE DE MOLECULE : ADN genonique 

PROPRIETES : partie 5' du gene de I'endochitinase de 

tomate 

CARACTERISTIQUES : 1 re paire de bases : site EcoRI 

2006° paire de bases : site Sty I 
2172°paire de bases : site Drall (1) 
2934°paire de bases : site Drall (2) 
3007° paire de bases : site Hindlll 
de 1942 a 3007 paires de bases : partie 5' 
de I'endochitinase de tomate 
de 2384 a 2462 paires de bases : intron 1 
de 2617 a 2697 paires de bases : intron 2 
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GAATTCATAT TTATTTTAAA AAAATATTTT 
ACCCTC6ACC CCCCTCCCGC ACCCTTACCC 
AAAATAAATT AAACTTTACT TTTAAAAATA 
TCCCTACCCT CGACCACCCC CACCCTCCCG 
AAAAGTATTT TCAACTTCAA AAATTCATTT 
ATTCCCACCC CAATTTTTTT TTTTAAGTTT 
TTCATTTCAC CCTTTCCCCC CCCCCTCCCC 
AAAAATATTT AAATTTGTTT TTAAAAAATA 
TAGTAAAAAT AAAAGATATA TCTCAAAAAC 
TTTTCCAGAA AAAATTTCTA TTCACCAACC 
ATTTTAGAAA ATGTTTTCCT ACATATCAAA 
ATTTATTTTA TGTCAACTTG GTCGCTATGT 
ATTGCACATT ACCACTATTT TGTAGTTCAC 
AATATTGGGC GCACGGGCGA CTCCCCACTA 
AATTTTGTCA AAATTCTTTA TCCGTATTAA 
TCATAATTCA TAAATTTCAA ATTTCTCTTA 
AAACAAATTC ATTGTACTTT GTAAATACTC 
GAAACCTTAT CAAATTAAGT ATGGAGTTAA 
TACACTTTCA AATTATGTAA GTTTGACCCA 
TACCTTATAT AATTACTTTA ATTTGAAAAT 
CTATTTCTTC TAGCACTAGC TACTACCTTA 
ATATCATGCA AAATTTAGTC AAAATATTTA 
AATAGACTCA GACTCGAACC TACGCAAGTG 
AGTTCTCAAC AAGCAACAAA ATAAACAAGG 
CATTCCAGCC GAACTAACAA TAACCTACAT 
TACCATTTTT GGCTCTTTTG TTAATTGAGA 
ATGATCCACA TGACATTAGT CTAAGAGGTG 
CGATGAGTTA CATAGTTTTC CACTACAAAT 
TTGTAGTACA GTTTTTATTT AATAGGTAAA 
AACTATAGTC TCCAGTCCAA ATTATGTAGA 
CGTCTCTTTT ACTTATAACT GAATTAAATT 
GTCATAAAAG TCACTGATTC CTCACAACCA 
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CAACTTCAAA AATATATTTT TTTCACGCCT 60 

GCCCTCTACC AACCCCCCCC CCCCCAAAAA 120 

TTTTCAACTT CAAAATTTCA TTTTTTTTCA 180 

CTAAAAAATA AAAGTTTAAG TTTGTTTTTG 240 

TTTCACCCCT AACCTCAACC CCCCACCCAC 300 

GTTGTTAAAA AATATTTTCT ACTTCAAAAT 360 

AAACCCCACC CCACCCCCCC ACCCCCCAAA 420 

TTTTCAATTT CAAAATTTTA TTTTCTATTC 480 

ATTTTTTACT TATTCAAAAA CCAAACACTC 540 

AAATATGAGA AAATAAATCA AAATCTAGTT 600 

CACACCCAAT GTCTTCATTA ATGTGTTCAG 660 

TATATGAATT AGCCACACAA ATTCAATTTA 720 

GTAGAAATTA AAGTTCATCA CAACAAAATA 780 

GTATCACTCA GAAATCACAA TAAAGTATTA 840 

GAAATCTTTG AAGTCTGAAT ACATATAAAT 900 

GTAATTTTTA TTGAGTTATT AATTTCATTT 960 

CTAATTTGTA TGATTTTGGA CTCATGTAAG 1020 . 

AGGGGAAGAG TAGAATTAGC AGCCCAAAGA 1080 

GCCTGCCCTA TTTCTTCTAG CACCAGCTGC 1140 

GTCATCAATA TCATGCAAAA TTTACCGGCC 1200 

TATAATTACT TTAATTTGTA AGTGTCATCA 1260 

TCTCCATGTC TTTGGTTCTC AAATAGAGCA 1320 

TAAAAGCAAG GAATGATTAC CAAACAAGAC 1380 

CAAAACTAGT TAGAAAACGA ATGCTATTGT 1440 

ACAAACCAGT TCAACCTTTA GCTTTACTTT 1500 

TTTGAAATAA ATCTCAACAA TAATTTATTT 1560 

ATTGAACATT ACTTGAGAGA TATTGCTATT 1620 

TTAATTTACT CTAACTATGA ATATTATAAT 1680 

TTTAATAAGA GTAAACAAAA AATATCC AGC 1740 

GAAAAGTCTG GAATAACGTC CAAAGCCGCC 1800 

CTGGATACCA CAGGGTGGAC TATCAATTTT 1860 

CTTGCCTATA AATAGCTTTC ACTTTAGCAT 1920 
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TT6TTTGCCA TCACATTCAA A ATG AGG CGA ACT TCT AAA TTG ACT ACT TTT TCT 

Met Arg Arg Thr Ser Lys Leu Thr Thr Phe Ser 
1 5 10 

TTG CTG TTT TCT CTG GTT TTG CTG AGT GCT GCC TTG GCA CAG AAT TGT GGT 
Leu Leu Phe Ser Leu Val Leu Leu Ser Ala Ala Leu Ala Gin Asn Cys Gly 

15 20 25 

TCA CAG GGC GGA GGC AAA GTT TGT GCG TCG GGA CAA TGT TGC AGC AAA TTC 
Ser Gin Gly Gly Gly Lys Val Cys Ala Ser Gly Gin Cys Cys Ser Lys Phe 
30 35 ^O 45 

GGG TGG TGC GGT AAC ACT AAT GAC CAT TGT GGT TCT GGC AAT TGT CAA AGT 
Gly Trp Cys Gly Asn Thr Asn Asp His Cys Gly Ser Gly Asn Cys Gin Ser 

50 55 60 

CAG TGT CCA GGT GGC GGC CCT GGT CCT GGT CCT GTT ACT GGT GGG GAC CTC 
Gin Cys Pro Gly Gly Gly Pro Gly Pro Gly Pro Val Thr Gly Gly Asp Leu 
65 70 75 

GCA AGC GTC ATC TCA AAT TCT ATG TTT GAT CAA ATG CTT AAG CAT CGT AAC 
Ala Ser Val lie Ser Asn Ser Met Phe Asp Gin Met Leu Lys His Arg Asn 
80 85 90 95 

GAA AAT TCT TGT CAA GGA AAG AAT AAT TTC TAC AGT TAC AAT GCC TTT ATT 
Glu Asn Ser Gys Gin Gly Lys Asn Asn Phe Tyr Ser Tyr Asn Ala Phe He 

100 105 110 

ACT GCT GCT AGG TCT TTT CCT GGC TTT GGT AC A AGT GGT GAT ATC AAT GCC 
Thr Ala Ala Arg Ser Phe Pro Gly Phe Gly Thr Ser Gly Asp He Asn Ala 
115 120 • 125 130 

CGT AAA AGG GAA ATT GCT GCT TTC TTT GCC CAA ACC TCC CAT GAA ACT ACT 
Arq Lys Arg Glu He Ala Ala Phe Phe Ala Gin Thr Ser His Glu Thr Thr 

135 HO 145 

G GTATGTGTAT AACCATTCAC ATCGAACCAT TAAAATATAA TTTCATTTTA TTTTATTTAG 
G 

TAATTGATTA TATATGTAG GA GGA TGG CCT TCC GCA CCT GAT GGA CCA TTC GCA 

ly Gly Trp Pro Ser Ala Pro Asp Gly Pro Phe Ala 
150 155 

TGG GGT TAC TGT TTC CTT AGA GAA CGA GGT AAC CCC GGT GAC TAC TGT TCA 
Trp Gly Tyr Cys Phe Leu Arg Glu Arg Gly Asn Pro Gly Asp Tyr Cys Ser 
160 165 170 175 
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CCA ACT AGT CAA TGG CCT TGT GCA CCT GGA AGG AAA TAT TTC GGA CGA GGC 

Pro Ser Ser Gin Trp Pro Cys Ala Pro Gly Arg Lys Tyr Phe Gly Arg Gly 

180 185 190 

CCA ATC CAA ATT TCA CA GTAAGCTACA TAAATCTATA TATGGTAAAA TTTGATGAAC 
Pro lie Gin lie Ser Hi 
195 

TTGTAGTGTC TAATTACGTG TATTTTGACA TTTCAAAACA G C AAC TAC AAC TAT GGG 

s Asn Tyr Asn Tyr Gly 
200 

CCA TGT GGA AGA GCC ATC GGA GTG GAC CTT TTA AAC AAT CCT GAT TTA GTA 

Pro Cys Gly Arg Ala He Gly Val Asp Leu Leu Asn Asn Pro Asp Leu Val 
205 210 215 220 

GCC ACA GAC CCA GTC ATC TCA TTC AAG ACT GCT ATC TGG TTC TGG ATG ACC 

Ala Thr Asp Pro Val He Ser Phe Lys Thr Ala He Trp Phe Trp Met Thr 

225 230 235 

CCT CAA TCA CCA AAG CCT TCT TGC CAC GAT GTC ATC ATT GGA AGA TGG AAC 

Pro Gin Ser Pro Lys Pro Ser Cys His Asp Val He He Gly Arg Trp Asn 

240 245 250 255 

CCA TCT GCC GGT GAC CGA TCA GCC AAT CGT CTT CCT GGA TTT GGT GTC ATC 

Pro Ser Ala Gly Asp Arg Ser Ala Asn Arg Leu Pro Gly Phe Gly Val He 

260 265 270 

ACA AAC ATC ATC AAT GGG GGC CTA GAA TGT GGT CGT GGT AAT GAC AAC AGG 

Thr Asn He He Asn Gly Gly Leu Glu Cys Gly Arg Gly Asn Asp Asn Arg 

275 280 285 

■ 

GTA CAA GAT CGA ATT GGA TTT TAC AGG AGG TAT TGC GGA AG CTT 

Val Gin Asp Arg He Gly Phe Tyr Arg Arg Tyr Cys Gly 

290 295 300 302 
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SEQ ID NO : 6 



TYPE DE SEQUENCE 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE 
NOMBRE DE BRINS 
ORIGINE 

TYPE DE MOLECULE 

PROPRIETES 

CARACTERISTIQUES 



nucleotidique 

71 paires de bases 

double brin 

synthetique 
ADN genonique 
oligonucleotide 
1 e paire de base : site BamHI 



GGATCCATGA GGCGAACTTC TAAATTGACT ACTTTTTCTT TGCTGTTTTC TCTGGTTTTG 
CTGAGTGCTG C 



SEQ ID NO : 7 



TYPE DE SEQUENCE 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE 
NOMBRE DE BRINS 
ORIGINE 

TYPE DE MOLECULE 
CARACTERISTIQUES 



nucleotidique 

164 paires de bases 

synthetique 
ADN chimerique ' 

: de 1 a 71 paires de bases : sequence de 
1 * ADN genomique de I 'endochitinase de 
tomate 

de 72 a 154 paires de bases : sequence 
proche de la partie 3 f de la sequence 
de I'ADNc d'endochitinase de tabac 
163 e paire de bases : site SacI 



GGCCTGGAAT GTGGTCGTGG CAATGACAAT AGGGTCCAGG ATCGCATTGG GTTTTACAGG 
AGGTATTGCG GTATTCTTGG TGTTAGTCCT GGTGACAATC TTGATTGCGG AAACCAGAGA 
TCTTTTGGAA ACGGACTTTT AGTCGATACT ATGTAATGAG CTC 



60 
120 
164 
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SEQ ID NO : 8 



TYPE DE SEQUENCE 



: nucleotidique 



LONGUEUR OE LA SEQUENCE : 1863 paires de bases 



NOMBRE DE BRINS 



: a double brin 



TYPE DE MOLECULE 



: hybride (ADN genomique - ADN complemen- 
tai re) 



PROPRIETES 



: sequence du gene chimerique complet 



CARACTERISTIQUES 



: 438 paire de base : ATG d'initiation de 
la traduction 

1585 e paire de base : TAA de terminaison 
de la traduction 

de 880 a 958 paires de bases : intron 1 
de 1113 a 1193 paires de bases : intron 2 • 



WO 92/01792 

50 

AAGCTTGCAC GACACACTT6 TCTACTCCAA 

AAAGGGCCAA TTGAGACTTT TCAACAAAGG 

TGCCCAGCTA TCTGTCACTT TATTGTGAAG 

TGCCATCATT GCGATAAAGG AAAGGCCATC 

AAAGATGGAC CCCCACCCAC GAGGAGCATC 

TCAAAGCAAG TGGATTGATG TGATATCTCC 

TATCCTTCGC AAGACCCTTC CTCTATATAA 

GGGACTCTAG AGGATCCATG AGGCGAACTT 

CTCTGGTTTT GCTGAGTGCT GCCTTGGCAC 

TTTGTGCGTC GGGACAATGT TGCAGCAAAT 

GTGGTTCTGG CAATTGTCAA AGTCAGTGTC 

CTGGTGGGGA CCTCGGAAGC GTCATCTCAA 

GTAACGAAAA TTCTTGTCAA GGAAAGAATA 

CTGCTAGGTC TTTTCCTGGC TTTGGTACAA 

TTGCTGCTTT CTTTGCCCAA ACCTCCCATG 

TCGAACCATT AAAATATAAT TTCATTTTAT 

GGATGGCCTT CCGCACCTGA TGGACCATTC 

GGTAACCCCG GTGACTACTG TTCACCAAGT 

TATTTCGGAC GAGGCCCAAT CCAAATTTCA 

AATTTGATGA ACTTGTAGTG TCTAATTACG 

AACTATGGGC CATGTGGAAG AGCCATCGGA 

GCCACAGACC CAGTCATCTC ATTCAAGACT 

CCAAAGCCTT CTTGCCACGA TGTCATCATT 

TCAGCCAATC GTCTTCCTGG ATTTGGTGTC 

TGTGGTCGTG GCAATGACAA TAGGGTCCAG 

GGTATTCTTG GTGTTAGTCC TGGTGACAAT 

AACGGACTTT TAGTCGATAC TATGTAATGA 

GGCAATAAAG TTTCTTAAGA TTGAATCCTG 

TTCTGTTGAA TTACGTTAAG CATGTAATAA 

GATGGGTTTT TATGATTAGA GTCCCGCAAT 

TATAGCGCGC AAACTAGGAT AAATTATCGC 
TTC 



PCT/FR91/00607 



AAATATCAAA 


GATACAGTCC 


TCAGAAGACC 


60 


GTAATATCCG 


GAAACCTCCT 


CGGATTCCAT 


120 


ATAGTGGAAA 


AGGAAGGTGG 


CTCCTACAAA 


180 


GTTGAAGATG 


CCTCTGCCGA 


CAGTGGTCCC 


240 


GTGGAAAAAG 


AAGACGTTCC 


AACCACGTCT 


300 

•J W W 


ACTGACGTAA GGGATGACGC ACAATCCCAC 


360 


rr h ATTTf AT 
uuA Au 1 1 In 1 


TTTATTTGGA 


GAGAACACGG 


4?o 

*+ L. VJ 


r TA A ATTHA r 


TAfTTTTTCT 

1 Ml 1 1 1 1 1 V» 1 


TTGCTGTTTT 


tou 


AuAA 1 lul UO 




GGAGGCAAAG 




i t uuo 1 bo I o 


TRGTAAf APT 
loo I nnlnt I 


AATGACCATT 


600 


IMUU 1 OOIUU 


CCCTGGTCCT 


GGTCCTGTTA 


660 


ATTrTATGTT 


TGATCAAATG 


CTTAAGCATC 


770 


ATTTfTAf AG 


TTACAATGCC 


TTTATTACTG 


r ou 


O 1 Ow 1 On i n I 


f AATGCCCGT 


AAAAGGGAAA 


840 


A A AT TAfTGG 


TATGTGTATA 


ACCATTCACA 


900 

"UU 


TTTATTTAGT 


a ATTGATTAT 


ATATGTAGGA 


960 


ULn I OOOVJ 1 1 


ACTGTTTCCT 


TAGAGAACGA 


1020 

1 UlU 


AGTCAATGGC 


CTTGTGCACC 


TGGAAGGAAA 


1080 


CAGTAAGCTA 


CATAAATCTA 


TATATGGTAA 


1140 ■ 

1 itu 


TGTATTTTGA 


CATTTCAAAA 


CAGCAACTAC 


1200 


GTGGACCTTT 


TAAACAATCC 


TGATTTAGTA 


1260 


GCTATCTGGT 


TCTGGATGAC 


CCCTCAATCA 


1320 


GGAAGATGGA 


ACCCATCTGC 


CGGTGACCGA 


1380 

1 w* W w 


ATCACAAACA 


TCATCAATGG 


GGGCCTGGAA 


HA0 


GATCGCATTG 


GGTTTTACAG 


GAGGTATTGC 


1500 


CTTGATTGCG 


GAAACCAGAG 


ATCTTTTGGA 


1560 


GCTCGAATTT 


CCCCGATCGT 


TCAAACATTT 


1620 


TTGCCGGTCT 


TGCGATGATT 


ATCATATAAT 


1680 


TTAACATGTA 


ATGCATGACG 


TTATTTATGA 


1740 


TATACATTTA 


ATACGCGATA 


GAAAACAAAA 


1800 


GCGCGGTGTC 


ATCTATGTTA 


CTAGATCGAA 


1860 
1863 
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SEQ ID NO : 9 



TYPE DE SEQUENCE : nuc leot idique 



LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 22 pa ires de bases 



NOMBRE DE BRINS : simple brin 



ORIGINS : synthetique 



TYPE DE MOLECULE : ADN 



PROPRIETES : sonde (marquee au 32-dcTP) 



AGGGCCGCCA CCTGGACACT GA 



SEQ ID NO : 10 

TYPE DE SEQUENCE : acides amines 

LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 20 acides amines 

PROPRIETES : peptide N-terminal 



Gly Gly Xaa Leu Gly Ser Val lie Ser Asn Xaa Met Phe Xaa Gin Met 
15 10 15 

Leu Lys Xaa Arg 

20 
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SEQ ID NO : 11 



TYPE DE SEQUENCE 



: nucleotidique 



LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 1163 paires de bases 



NOMBRE DE BRINS 



a double brin 



TYPE DE MOLECULE 



hybride (ADN genomique - ADN complemerv 
tai re) 



PROPRIETES 



sequence codante du gene chimerique 



CARACTERISTIQUES 



2 e paire de bases : site BamHI 

1162° paire de bases : site SacI 

de 7 a 78 paires de bases : sequence 3 

de 79 a 231 paires de bases : sequence 2 

de 232 a 1153 paires de bases : sequence 

de 449 a 527 paires de bases : intron 1 

de ; 682 a 762 paires de bases : intron 2 
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GGATCC ATG AGG CGA ACT TCT AAA TTG ACT ACT TTT TCT TTG CTG TTT TCT 

Met Arg Arg Thr Ser Lys Leu Thr Thr Phe Ser Leu Leu Phe Ser 
-75 -70 -65 

CTG GTT TTG CTG AGT GCT GCC TTG GCA CAG AAT TGT GGT TCA CAG GGC GGA 
Leu Val Leu Leu Ser Ala Ala Leu Ala Gin Asn Cys Gly Ser Gin Gly Gly 
-60 -55 -50 -45 

GGC AAA GTT TGT GCG TCG GGA CAA TGT TGC AGC AAA TTC GGG TGG TGC GGT 
Gly Lys Val Cys Ala Ser GLy Gin Cys Cys Ser Lys Phe Gly Trp Cys Gly 

-40 -35 -30 

AAC ACT AAT GAC CAT TGT GGT TCT GGC AAT TGT CAA AGT CAG TGT CCA GGT 
Asn Thr Asn Asp His Cys Gly Ser Gly Asn Cys Gin Ser Gin Cys Pro Gly 
-25 -20 -15 -10 

GGC GGC CCT GGT CCT GGT CCT GTT ACT GGT GGG GAC CTC GGA AGC GTC ATC 
Gly Gly Pro Gly Pro Gly Pro Val Thr Gly Gly Asp Leu Gly Ser Val lie 

-5 -11 5 

TCA AAT TCT ATG TTT GAT CAA ATG CTT AAG CAT CGT AAC GAA AAT TCT TGT 
Ser Asn Ser Met Phe Asp Gin Met Leu Lys His Arg Asn Glu Asn Ser Cys 
10 15 20 25 

CAA GGA AAG AAT AAT TTC TAC AGT TAC AAT GCC TTT ATT ACT GCT GCT AGG 
Gin Gly Lys Asn Asn Phe Tyr Ser Tyr Asn Ala Phe lie Thr Ala Ala Arg 

30 35 40 

TCT TTT CCT GGC TTT GGT ACA AGT GGT GAT ATC AAT GCC CGT AAA AGG GAA 
Ser Phe Pro Gly Phe Gly Thr Ser Gly Asp lie Asn Ala Arg Lys Arg Glu 
45 50 55 

ATT GCT GCT TTC TTT GCC CAA ACC TCC CAT GAA ACT ACT G GTATGTGTAT 
lie Ala Ala Phe Phe Ala Gin Thr Ser His Glu Thr Thr G 
60 65 70 

AACCATTCAC ATCGAACCAT TAAAATATAA TTTCATTTTA TTTTATTTAG TAATTGATTA 



TATATGTAG GA GGA TGG CCT TCC GCA CCT GAT GGA CCA TTC GCA TGG GGT 

ly Gly Trp Pro Ser Ala Pro Asp Gly Pro Phe Ala Trp Gly 
75 80 85 

TAC TGT TTC CTT AGA GAA CGA GGT AAC CCC GGT GAC TAC TGT TCA CCA AGT 
"Tyr Cys Phe Leu Arg Glu Arg Gly Asn Pro Gly Asp Tyr Cys Ser Pro Ser 

90 95 100 
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AGT CAA TGG CCT TGT GCA CCT GGA AGG AAA TAT TTC GGA CGA GGC CCA ATC 
Ser Gin Trp Pro Cys Ala Pro Gly Arg Lys Tyr Phe Gly Arg Gly Pro lie 
-105 110 115 120 

CAA ATT TCA CA GTAAGCTACA TAAATCTATA TATGGTAAAA TTTGATGAAC 
Gin He Ser Hi 



TTGTAGTGTC TAATTACGTG TATTTTGACA TTTCAAAACA G C AAC TAC AAC TAT GGG 

s Asn Tyr Asn Tyr Gly 

125 

CCA TGT GGA AGA GCC ATC GGA GTG GAC CTT TTA AAC AAT CCT GAT TTA GTA 

Pro Cys Gly Arg Ala lie Gly Val Asp Leu Leu Asn Asn Pro Asp Leu Val 
130 135 1*0 145 

GCC ACA GAC CCA GTC ATC TCA TTC AAG ACT GCT ATC TGG TTC TGG ATG ACC 
Ala Thr Asp Pro Val ILe Ser Phe Lys Thr Ala lie Trp Phe Trp Met Thr 

150 155 160 

CCT CAA TCA CCA AAG CCT TCT TGC CAC GAT GTC ATC ATT GGA AGA TGG AAC 
Pro Gin Ser Pro Lys Pro Ser Cys His Asp Val He He Gly Arg Trp Asn 
165 170 175 180 

CCA TCT GCC GGT GAC CGA TCA GCC AAT CGT CTT CCT GGA TTT GGT GTC ATC 
Pro Ser Ala Gly Asp Arg Ser Ala Asn Arg Leu Pro Gly Phe Gly Val He 

185 190 195 

ACA AAC ATC ATC AAT GGG GGC CTG GAA TGT GGT CGT GGC AAT GAC AAT AGG 
Thr Asn lie lie Asn Gly Gly Leu Glu Cys Gly Arg Gly Asn Asp Asn Arg 
200 205 210 

GTC CAG GAT CGC ATT GGG TTT TAC AGG AGG TAT TGC GGT ATT CTT GGT GTT 
Val Gin Asp Arg lie Gly Phe Tyr Arg Arg Tyr Cys Gly He Leu Gly Val 
215 220 225 230 

AGT CCT GGT GAC AAT CTT GAT TGC GGA AAC CAG AGA TCT TTT GGA AAC GGA 
Ser Pro Gly Asp Asn Leu Asp Cys Gly Asn Gin Arg Ser Phe Gly Asn Gly 

235 240 245 

CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA TGA GCTC 
Leu Leu Val Asp Thr Met End End 
250 255 
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REVENDICATIONS 

1. Gene recombinant, caracterise en ere qu'il code pour 
une proteine a activite endochi tinase ou pour un precurseur de 

05 cette derniere, qui comprend La sequence (1) ci-apres : 

GLy Gly Asp Leu Gly Ser Val I Le Ser Asn Ser Met Phe Asp GLn Met Leu 

Lys His Arg Asn GLu Asn Ser Cys Gin GLy Lys Asn Asn Phe Tyr Ser Tyr 

Asn Ala Phe ILe Thr Ala Ala Arg Ser Phe Pro Gly Phe Gly Thr Ser Gly 

10 Asp ILe Asn Ala Arg Lys Arg Glu lie Ala Ala Phe Phe Ala Gin Thr Ser 

His Glu Thr Thr Gly GLy Trp Pro Ser Ala Pro Asp Gly Pro Phe Ala Trp 

Gly Tyr Cys Phe Leu Arg Glu Arg Gly Asn Pro GLy Asp Tyr Cys Ser Pro 

Ser Ser Gin Trp Pro Cys Ala Pro Gly Arg Lys Tyr Phe Gly Arg Gly Pro 

lie Gin He Ser His Asn Tyr Asn Tyr Gly Pro Cys Gly Arg Ala lie Gly 

15 Val Asp Leu Leu Asn Asn Pro Asp Leu Vat Ala Thr Asp Pro Val He Ser 

Phe Lys Thr Ala He Trp Phe Trp Met Thr Pro Gin Ser Pro Lys Pro Ser 

Cys His Asp Val He ILe GLy Arg Trp Asn Pro Ser Ala Gly Asp Arg Ser 

Ala Asn Arg Leu Pro Gly Phe Gly Val He Thr Asn He He Asn Gly Gly 

Leu Glu Cys Gly Arg Gly Asn Asp Asn Arg Val Gin Asp Arg He Gly Phe 

20 Tyr Arg Arg Tyr Cys Gly lie Leu Gly Val Ser Pro Gly Asp Asn Leu Asp 
Cys Gly Asn Gin Arg Ser Phe Gly Asn Gly Leu Leu Val Asp Thr Met. 

2. Gene recombinant selon la revendi cation 1, caracterise 
en ce au'il code pour une proteine qui comprend, immediatement en 

25 amont de La sequence (1), la sequence (2) ci-apres : 

Gin Asn Cys Gly Ser Gin GLy Gly Gly Lys Val Cys Ala Ser Gly Gin Cys 
Cys Ser Lys Phe Gly Trp Cys Gly Asn Thr Asn Asp His Cys Gly Ser Gly 
Asn Cys Gin Ser Gin Cys Pro Gly Gly GLy Pro Gly Pro Gly Pro Val Thr 

30 

ou une sequence presentant un degre d'homologie substantiel avec ta 
sequence (2). 

* 

3. Gene recombinant selon I'une des revendications 1 et 
2, caracterise en ce qu'il code pour une proteine dont la sequence 

35 comprend, en amont de la sequence (1), une sequence codant pour un 
peptide-signal. 
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4. Gene recombinant selon La revendi cation 2, caracterise 
en ce qu'il code pour une proteine dont La sequence comprend, imme- 
diatement en amont de La sequence (2) ou de La sequence presentant 
un degre d'homologie substantieL avec La sequence (2), La sequence 
05 (3) ci-apres : 

Met Arg Arg Thr Sen Lys Leu Thr Thr Phe Sen Leu Leu Phe Ser Leu VaL 
Leu Leu Ser ALa ALa Leu Ala 



10 



ou une sequence presentant un degre d'homologie substantieL avec La 
sequence (3). 

5. Gene recombinant codant selon L'une des revendi cations 
1 a 4, caracterise en ce que sa partie codante comprend au moins 
une partie 5' de I'ADN genomique ou de I'ADN complementai re de 

15 I'endochitinase de tomate et au moins une partie 3' de I'ADN geno- 
mique ou de I'ADN complementai re de I'endochitinase de tabac. 

6. Gene recombinant selon la revendi cation 5, caracterise 
en ce que la partie codante comprend au moins un intron. 

7. Gene recombinant selon l'une quelconque des revendica- 
20 tions 1 a 6, caracterise en ce que sa partie codante est la 

sequence ci-apres : 

ATCAGCCCAA CTTCTAAATT CACTACTTTT TCTTTGCTCT TTTCTCTGCT 
TTTGCTGAGT GCTGCCTTCC CACACAATTC TCCTTCACAG GGCGGAGGCA 
AAGTTTGTGC GTCGGGACAA TCTTGCAGCA AATTCGGGTG GTGCGGTAAC 
ACTAATGACC ATTGTGGTTC TGGCAATTGT CAAAGTCAGT CTCCAGGTGG 
CGGCCCTGGT CCTGGTCCTG TTACTGGTGG GGACCTCCCA ACCCTCATCT 
CAAATTCTAT GTTTGATCAA ATGCTTAAGC ATCGTAACGA AAATTCTTGT 
30 CAAGGAAAGA ATAATTTCTA GAGTTACAAT GCCTTTATTA CTCCTGCTAC 
CTCTTTTCCT GGCTTTGGTA CAAGTCGTGA TATCAATCCC CCTAAAAGCC 
AAA7TGCTGC TTTCTTTGCC CAAACCTCCC ATGAAACTAC TGGTATGTGT 
ATAACCATTC ACATCCAACC ATTAAAATAT AATTTCATTT TATTTTATTT 
35 AGTAATTCAT TATATATGTA GGACGATGGC CTTCCCCACC TGATGGACCA 
TTCCCATGGC GTTACTGTTT CCTTAGACAA CCAGGTAACC CCCGTCACTA 



25 
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05 



10 



20 



CTCTTCACCA 


AGTAGTCAAT 


GCCCTTCTCC 


ACCTCGAAGG 


AAATATTTCG 


GACCAGCCCC 


AATCCAAATT 


TCACAGTAAG 


CTACATAAAT 


CTATATATCC 


TAAAATTTGA 


TGAACTTCTA 


GTCTCTAATT 


ACCTCTATTT 


TGACATTTCA 


AAACAGCAAC 


TACAACTATG 


CGCCATGTCG 


AAGAGCCATC 


GGAGTGGACC 


TTTTAAACAA 


TCCTGATTTA 


GTAGCCACAC 


ACCCACTCAT 


CTCATTCAAG ! 


ACTCCTATCT 


GGTTCTCCAT 


CACCCCTCAA 


TCACCAAACC 


CTTCTTCCCA 


CGATGTCATC 


ATTGGAAGAT 


GGAACCCATC 


TGCCCGTCAC 


CCATCAGCCA 


ATCGTCTTCC 


TCGATTTGCT 


GTCATCACAA 


ACATCATCAA 


TGGGCGCCTC 


GAATGTCGTC 


GTGGCAATGA 


CAATAGCGTC 


CAGGATCGCA 


T7GCGTTTTA 


CAGGAGGTAT 


TGCGGTATTC 


TTCGTCTTAG 


TCCTGCTCAC 


AATCTTCATT 


GCGGAAACCA 


GAGATCTTTT 


CGAAACCCAC 


TTTTACTCGA 


TACTATCTAA 


TGA 
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8. Gene recombinant selon Tune des revendi cat ions 1 a 7, 
caracterise en ce qu'il comprend une sequence promotrice comportant 
le promoteur 35S du virus de La mosaTque de chou-f leur „ 

9. Gene recombinant selon l'une des revendi cations 1 a 8, 
caracterise en ce qu'il comprend une sequence terminatrice compor- 
tant le terminateur de la nopaline synthase d 1 Ag rob a c t e r i urn t ume- 
f aciens . 

10. Cellule vegetale, caracterisee en ce qu'elle est 
25 transformee par un gene recombinant selon l'une des revendica- 

tions 1 a 9. 

11. Cellule vegetale selon la revendication 10, caracte- 
risee en ce qu'elle appartient a l'une des especes Nicotiana 
tabacum , Helianthus annuus et Brassica naous. 

30 12. Plante ou partie de plante caracterisee en ce qu'elle 

contient, dans un contexte susceptible de permettre son expression, 
un gene recombinant selon 1 1 une des revendications 1 a 9. 

13. Plante ou partie de plante selon la revendication 12, 
caracterisee en ce qu'elle appartient a I'une des especes Nicotiana 

35 tabacum, Helianthus annuus et Brassica naous. 
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14. Partie de plante selon I'une des revendi cations 12 et 
13, caract£ris£e en ce qu'elle est une semence. 

15- Procede pour obtenir des pLantes resistantes aux 
agents pathogenes caracterisee en ce qu ! il comprend une etape de 

05 transformation de cellules vegetales par un gene recombinant selon 
I'une des revendications 1 a 9, suivie d'une etape de multiplica- 
tion des cellules transformees et d'une etape de regeneration des 
plantes. 

16- Procede selon la revendi cation 15, caracterisee en ce 
10 qu'il est applique a Tune des especes Nicotiana tabacum , 

Helianthus annuus et Brassica napus . 

17. Proteine a activite endochitinase caracterisee en ce 
qu'elle comprend la sequence (1). 

18. Procede pour obtenir la proteine selon la revendi- 
15 cation 17, caracterise en ce qu'il comprend la mise en culture de 

cellules ou de cals vegetaux contenant, dans un contexte sus- 
ceptible de permettre son expression, un gene recombinant selon 
I'une des revendications 1 a 9, la lyse de ceux-ci, I'isolement et 
la purification de cette proteine. 
20 19. Procede selon la revendi cation 18, caracterise en ce 

que les cellules ou les cals vegetaux soot choisis dans I'une des 
especes Nicotiana tabacum, Helianthus annuus et Brassica napus . 
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FIGURE. I : 



Cane dc restriction du fragment d'ADN genomique 
dc l'endochitinasc dc tomatc d'environ 3,5 kb, insere 
dans 1c plasmidc pCH3.5. 
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AAGCTTGCAC 


GACACACTTG 


TCTACTCCAA 


AAATATCAAA 


GATACAGTCC 


TCAGAAGACC 


AAAGGGCCAA 


TTGAGACTTT 


TCAACAAAGG 


GTAATATCCG 


GAAACCTCCT 


CGGATTCCAT 


TGCCCAGCTA 


TCTGTCACTT 


TATTGTGAAG 


ATAGTGGAAA 


AGGAAGGTGG 


CTCCTACAAA 


TGCCATCATT 


GCGATAAAGG 


AAAGGCCATC 


GTTGAAGATG 


CCTCTGCCGA 


CAGTGGTCCC 


AAAGATGGAC 


CCCCACCCAC 


GAGGAGCATC 


GTGGAAAAAG 


AAGACGTTCC 


AACCACGTCT 


TCAAAGCAAG 


TGGATTGATG 


TGATATCTCC 


ACTGACGTAA 


GGGATGACGC 


ACAATCCCAC 


TATCCTTCGC 


AAGACCCTTC 


CTCTATATAA 


GGAAGTTCAT 


TTCATTTGGA 


GAGAACACGG 


GGGACTCTAG 


AGGATCCATG 


AGGCGAACTT 


CTAAATTGAC 


TACTTTTTCT 


TTGCTGTTTT 


CTCTGGTTTT 


GCTGAGTGCT 


GCCTTGGCAC 


AGAATTGTGG ..TTCACAGGGC . 


GGAGGCAAAG 


TTTGTGCGTC 


GGGACAATGT 


TGCAGCAAAT 


TCGGG7GGTG 


CGGTAACACT 


AATGACCATT 


GTGGTTCTGG 


CAATTGTCAA 


AGTCAGTGTC 


CAGGTGGCGG 


CCCTGGTCCT 


GG7CC7GTTA 


CTGGTGGGGA 


CCTCGGAAGC 


GTCATCTCAA 


ATTCTATGTT 


TGATCAAATG 


CTTAAGCATC 


GTAACGAAAA 


TTCTTGTCAA 


GGAAAGAATA 




TTACAATGCC 


TTTATTACTG 


CTGCTAGGTC 


TTTTCCTGGC 


TTTGGTACAA 




\ \ rr* r+ r+ r* m 

Lnn o w w w o - 


AAAAGGGAAA 


« .vju « UL • * 1 



FTGURE.5 : Sequence du gene chimerique complet. 
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CTTTGCCCAA 


ACCTCCCATG 


AAACTACTGG 


TATGTGTATA 


ACCATTCACA 


TCGAACCATT 


AAAATATAAT 


TTCATTTTAT 


TTTATTTAGT 


AATTGATTAT 


ATATGTAGGA 


GGATGGCCTT 


CCGCACCTGA 


TGGACCATTC 


GCATGGGGTT 


AC7GTTTCCT 


TAGAGAACGA 


GGTAACCCCG 


GTGACTACTG 


TTCACCAAGT 


AGTCAATGGC 


CTTGTGCACC 


TGGAAGGAAA 


7A777CGGAC 


GAGGCCCAAT 


CCAAATTTCA 


CAGTAAGCTA 


CATAAATCTA 


TATATGGTAA 


AATTTGATGA 


ACTTGTAGTG 


TCTAATTACG 


TGTATTTTGA 


CATTTCAAAA 


CAGCAACTAC 


AACTATGGGC 


CATGTGGAAG 


AGCCATCGGA 


GTGGACC7TT 


TAAACAATCC 


TGATTTAGTA 


GCCACAGACC 


CAGTCATCTC 


ATTCAAGACT 


GCTATCTGGT 


TCTGGATGAC 


CCCTCAATCA 


CCAAAGCCTT 


CTTGCCACGA 


TGTCATCATT 


GGAAGATGGA 


ACCCATCTGC 


CGGTGACCGA 


TCAGCCAATC 


GTCTTCCTGG 


ATTTGGTGTC 

• • w mm A M* MP • MP » MP 


ATCACAAACA 


TCATCAATGG 


GGGCCTGGAA 


TGTGGTCGTG 


GCAA7GACAA 


TAGGGTCCAG 


GATCCCATTG 


GGTTTTACAG 


GAGGTATTGC 


ww * A * * w * * w 


G7C77AG7CC 


TCGTGACAAT 


C77GA77GCG 


GAAACCAGAG 


Aiw « ^ * ▲ uGA 


AACGGACTTT 


TAGTCGATAC 


TATGTAATGA 


GCTCGAAT7T 




7CAAACA777 


GGCAATAAAG 


TTTCTTAAGA 


TTGAATCCTG 




TGCGATGATT 


ATCATATAAT 


TTCTGTTGAA 


TTACGTTAAG 


CA7C7AA7AA 


TTAACATGTA 


ATGCATGACG 


TTATTTATGA 


GATGGGTTTT 




GTCCCGCAAT 


TATACATTTA 


ATACGCGATA 


GAAAACAAAA 


m * m» r» <^ 
»/n 4nuwwuwu 


AAACTAGGAT 


AAATTATCGC 


GCGCGG7G7C 


ATCTATG7TA 



C7AGA7CGAA 77C 



FTGURE.5 : Sequence du gene chimcrique complet. 
(suite 1) 
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GlyGlyAspLeuGly 

SerVallleSerAsnSerMetPheAspGlnMetLeuLysHisArgAsnGluAsnSerCys 
GlnGlyLysAsnAsnPheTyrSerTyrAsnAlaPhelleThrAlaAlaArgSerPhePro 
GlyPheGlyThrSerGlyAspIleAsnAlaArgLysArgGluIleAlaAlaPhePheAla 
GlnThrSerHisGluThrThrGlyGlyTrpProSerAlaProAspGlyProPheAlaTrp 
GlyTyrCysPheLeuArgGluArgGlyAsnProGlyAspTyrCysSerProSerSerGIn 
TrpProCysAlaProGlyArgLysTyrPheGlyArgGlyProIleGlnlleSerHisAsn 

TyrAsnTyrGlyProCysGlyArgAlalleGlyValAspLeuLeuAsnAsnProAspLeu 
ValAlaThrAspProVallleSerPheLysThrAlalleTrpPheTrpMetThrProGln 
SerProLysProSerCysHisAspValllelleGlyArgTrpAsnProSerAlaGlyAsp 
ArgSerAlaAsnArgLeuProGlyPheGlyVallleThrAsnllelleAsnGlyGlyLeu 

GluCysGlyArgGlyAsnAspAsnArgValGlnAspArglleGlyPheTyrArgArgTyr 
CysGlylleLeuGlyValSerProGlyAspAsnLeuAspCysGlyAsnGlnArgSerPhe 
GlyAsnGlyLeuLeuValAspThrMet 

FIGURED : Sequence de 1'endochitinase recombinante mature. 
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